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Dans le cœur, le maintien de l’homéostasie du Ca2+ est crucial pour assurer le métabolisme 
des cardiomyocytes. Des mécanismes cellulaires tels le SOCE (store-operated calcium 
entry) permettent de réguler finement la concentration du Ca2+ dans ce type cellulaire. Un 
dérèglement du SOCE peut contribuer de manière importante à la pathophysiologie des 
cardiomyopathies. Il est donc pertinent d’étudier les mécanismes régulant cette voie 
d’entrée du Ca2+. À cette fin, nous avons identifié par GST-pulldowns la protéine 
MURC/Cavin4 (muscle-related coiled-coil protein) comme étant un partenaire 
d’interaction de la protéine STIM1 (un senseur calcique et activateur du SOCE) dans le 
cœur et les cardiomyocytes. Nous avons démontré que le domaine HR1 de MURC lui est 
requis et que le domaine ERM de STIM1 est suffisant pour assurer leur interaction. 
Ensuite, Nous avons évalué l’impact potentiel de MURC sur le SOCE chez des 
cardiomyocytes isolés de rats nouveau-nés (NRVMs). Dans un premier temps, l’activité du 
SOCE a été validée dans ce type cellulaire par imagerie calcique au Fura-2/AM. Par la 
suite, nous avons démontré que la surexpression de MURC potentialise le SOCE dans les 
NRVMs et que son domaine HR1 est nécessaire pour médier ses effets. Ces entrées de Ca2+ 
sont spécifiques au SOCE puisqu’en présence d’inhibiteurs de ce mécanisme, le SKF-
96365 et le 2-APB, ces entrées calciques ont été abolies. Nous avons ensuite investigué par 
quels mécanismes potentiels la surexpression de MURC potentialise le SOCE. MURC 
n’influence pas l’expression de STIM1 et de Orai1 (sélectif au Ca2+) évaluées par 
immunobuvardage. Nous avons ensuite déterminé si la surexpression de MURC modulait 
les niveaux d’interaction entre STIM1 et Orai1 par coimmunoprécipitation. Nos résultats 
démontrent que MURC augmente cette interaction en condition basale et que celle-ci n’est 
pas significativement différente lorsque le SOCE est activé par la caféine et la 
thapsigargine. Nous avons également évalué l’impact de la mutation R140W sur la capacité 
de MURC à potentialiser le SOCE. À notre surprise, la surexpression du mutant MURC-
R140W exacerbe les effets de MURC sur le SOCE des NRVMs. En somme, nous avons 
caractérisé MURC comme étant un nouveau partenaire cellulaire de STIM1 dans les 
cardiomyocytes qui participe à la régulation du SOCE. De plus, nous avons identifié un 
premier mécanisme potentiel par lequel la forme mutée de MURC (R140W) pourrait 
contribuer au développement de cardiomyopathies. 
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Le Ca2+ dans le cœur et les cardiomyocytes 
 
Dans le cœur, le Ca2+ assure le bon fonctionnement de cet organe qui achemine de 
l’oxygène et des nutriments essentiels contenus dans le sang à l’organisme par des cycles 
successifs de contractions et de relaxations. Parmi les types cellulaires qui assurent 
l’intégrité de la fonction cardiaque, les cardiomyocytes sont ceux qui effectuent et 
maintiennent une contractilité efficace du cœur. Or, le Ca2+ joue plusieurs rôles cellulaires 
permettant de préserver l'intégrité fonctionnelle des cardiomyocytes. Son implication dans 
une multitude de processus cellulaires dépend grandement de son dynamisme cellulaire. 
Ses caractéristiques spatio-temporelles, sa capacité à réguler l’activité de plusieurs 
protéines ainsi que sa concentration dans les différents compartiments cellulaires tels le 
cytoplasme, le réticulum sarcoplasmique (RS), les mitochondries et le noyau caractérisent 
ce dynamisme cellulaire. La régulation fine de la concentration calcique cellulaire dicte 
quels sont les effets de cet ion dans les cardiomyocytes et le cœur (Aronsen et al, 2016). 
 
Rôle central du Ca2+ dans le mécanisme de contraction des cardiomyocytes 
 
La contraction cellulaire des cardiomyocytes se divise en deux phases : la diastole 
(état en relaxation) et la systole (état en contraction) (Solaro et Rarick, 1998). Lors de la 
diastole, la concentration cytoplasmique du Ca2+ se situe entre 80 nM et 100 nM ce qui 
limite l’activation des mécanismes requis pour amorcer la contraction cellulaire. Durant la 
systole, une augmentation de la concentration du Ca2+ dans le cytoplasme précède la 
contraction cellulaire des cardiomyocytes. Ces deux états se succèdent de manière continue 
pour ainsi former des cycles de contractions et de relaxations permettant au cœur de battre 
de manière efficace et pour transporter le sang oxygéné aux organes cibles du corps. Dans 
le cytoplasme, les sarcomères sont les composantes cellulaires responsables d’effectuer la 
contraction des cardiomyocytes. La structure des sarcomères est composée de plusieurs 





est composé de dimères d’actines, de tropomyosine, de nébuline et d’un complexe 
hétérotrimérique de troponines (troponine C, troponine T et troponine I). Le deuxième type 
est composé de myosine et de tintine. La contraction et la relaxation cellulaire sont 





Figure 1 : Myofilaments constituant les sarcomères. Schéma représentant les unités contractiles des 
cardiomyocytes (sarcomères) et les principales protéines retrouvées au sein de ces organelles. L’organisation 
tridimensionnelle des composantes identifiées donne un aperçu partiel du fonctionnement des sarcomères 
durant la diastole (à gauche) et la systole (à droite). 
 
En diastole, la troponine I interagit avec l’actine et stabilise le complexe protéique 
d’actine, de tropomyosine et de troponine T. Dans cette conformation, la myosine 
n’interagit pas avec l’actine en raison de l’encombrement créé par le complexe protéique ce 
qui prévient le déclenchement d’une contraction cellulaire. À titre de second messager, le 
Ca2+ joue un rôle important dans l’initiation de la contraction cellulaire des 
cardiomyocytes. En début de systole, le déclenchement du mécanisme du Ca2+-Induced 
Ca2+ release (CICR) (mécanisme qui est décrit plus loin dans le présent document) par le 
potentiel d’action provoque une relâche de Ca2+ importante dans le cytoplasme provenant 
du RS, un réservoir intracellulaire de Ca2+. L’augmentation de la concentration du Ca2+ 
dans le cytoplasme permet à cet ion d’interagir avec les domaines EF-hand de la troponine 
C au niveau des sarcomères. La liaison du Ca2+ à la troponine C induit un changement 
conformationnel de celle-ci qui augmente son affinité pour la troponine I et favorise leur 
interaction. Cette interaction induit un changement conformationnel de la troponine I qui 
diminue son affinité pour l’actine et prévient ainsi leur interaction. La perte d’interaction 










déplacement de la tropomyosine libère les sites de liaison de la myosine sur l’actine. De 
manière ATP-dépendante, la myosine interagit avec l’actine et amorce la contraction 
cellulaire. 
 
Lorsqu’une baisse de la concentration du Ca2+ cytoplasmique s’effectue en diastole, 
la probabilité d’interaction entre le Ca2+ et la troponine C est moins importante. Cette perte 
d’interaction engendre un changement conformationnel de la troponine C diminuant son 
affinité pour la troponine I. L’abolition de cette interaction permet à la troponine I 
d’interagir à nouveau avec l’actine. Cette liaison interfère avec celle entre l’actine et la 
myosine et termine la contraction cellulaire. L’interaction entre l’actine et la myosine est 
ainsi prévenue jusqu’à la prochaine relâche de Ca2+ du RS lors d’une systole subséquente. 
En interagissant avec la troponine C, le Ca2+ joue un rôle central dans le mécanisme menant 
à la contraction (systole) et la relaxation (diastole) cellulaires des cardiomyocytes. 
 
Régulation de l’expression génique médiée par le Ca2+ 
 
Le Ca2+ est également impliqué dans l’homéostasie des cardiomyocytes en 
participant à la régulation de l’expression génique de plusieurs protéines. En modulant 
l’activité de plusieurs facteurs de transcription, le Ca2+ participe à une panoplie de 
processus cellulaires telles la différenciation, la prolifération, la mort cellulaire le 
métabolisme et l’hypertrophie cardiaque (Chiong et al, 2010; Janowski et al, 2010). Le 
Ca2+ contribue, entre autres, à deux mécanismes de régulation de la transcription chez les 
cardiomyocytes.  
 
Un de ces mécanismes est relié au rôle transcriptionnel de la Ca2+-calmodulin-
dependant kinase (CaMK) sur les histones déacétylases (HDAC) de classe II. Les HDAC 
induisent une répression de l’expression génique en effectuant une déacétylation des 
histones ce qui provoque une condensation de la chromatine. Sous la forme condensée, les 
régions promotrices de la chromatine ne sont plus accessibles aux facteurs de transcription 
ce qui inhibe l’expression de gènes cibles. Les HDAC sont également impliquées dans la 
régulation de l’activation du facteur de transcription Myocyte Enhancer Factor-2 (MEF2) 





classe II sont parmi les substrats de la CaMK qui les phosphoryle au niveau du noyau. Une 
phosphorylation des HDAC provoque leur dissociation de MEF2 et favorise leur 
exportation du noyau vers le cytoplasme. Dans ce contexte, la quantité de HDAC située au 
noyau est réduite ce qui diminue la répression de l’expression génique associée à leur 
activité (Lu et al, 2000; McKinsey et al, 2001). Or, l’activation de la CaMK est dépendante 
du Ca2+. Les concentrations du Ca2+ dans le noyau et dans le cytosol influenceront 
directement l’activité et la translocation nucléaire de la CaMK ce qui permet à cet ion de 
réguler de manière importante la transcription génique chez les cardiomyocytes. 
 
La régulation de l’activité du facteur de transcription Nuclear Factor of Activated T-
cells (NFAT) par la sérine-thréonine phosphatase calcineurine constitue un autre 
mécanisme régulant de manière importante l’activité transcriptionnelle chez les 
cardiomyocytes. En condition basale, NFAT se retrouve dans le cytoplasme où il est sous 
une forme phosphorylée. Dans cet état, NFAT interagit avec la protéine rétentrice 14-3-3 ce 
qui prévient sa translocation au noyau où il induit l’expression de ses gènes cibles. Or, 
NFAT est l’une des cibles de la calcineurine qui déphosphoryle ce facteur de transcription 
par son activité phosphatase. La déphosphorylation de NFAT provoque une perte 
d’interaction avec la protéine rétentrice 14-3-3 et permet la relocalisation de NFAT au 
noyau où il se lie à l’ADN pour activer la transcription de gènes cibles (Molkentin et al, 
1998). Puisque l’activité de la calcineurine est dépendante du Ca2+, une élévation soutenue 
dans le temps de la concentration en Ca2+ dans le cytoplasme influencera directement la 
capacité de NFAT à se relocaliser au noyau pour induire l’expression génique. 
 
 Bien qu’il agisse à plusieurs autres niveaux, ces exemples indiquent comment le 
Ca2+ joue un rôle central dans l’homéostasie cellulaire des cardiomyocytes en participant à 
une grande variété de mécanismes cellulaires qui maintiennent l’intégrité et la 
fonctionnalité de ce type cellulaire.  
 
Mécanismes de régulation de l'homéostasie calcique cardiaque cellulaire 
 
 Le maintien de l’homéostasie dynamique du Ca2+ dans le cœur et les 





concentration intracellulaire du Ca2+ influencent directement les processus cellulaires des 
cardiomyocytes. Une dérégulation de cette homéostasie peut être délétère et contribuer au 
développement de cardiomyopathies. La compréhension des mécanismes du mouvement 
calcique à travers les différents compartiments cellulaires et leur régulation est donc 
essentielle afin d’identifier leurs impacts dans un cadre physiopathologique. Les prochaines 
sections discuteront des principaux mécanismes de régulation de l’homéostasie du Ca2+ 
dans les cardiomyocytes en portant une attention particulière sur le mécanisme d’entrée 
capacitative du Ca2+ ou Store-Operated Calcium Entry (SOCE). 
 
Homéostasie calcique impliquée dans le couplage excitation-contraction (EC) 
 
 Le couplage EC est le mécanisme cellulaire par lequel les cellules musculaires 
squelettiques ou cardiaques produisent une contraction cellulaire synchronisée suivant un 
stimulus électrique, le potentiel d’action (Aronsen et al, 2016; Bers, 2002; Eisner et al, 
2017). Ce couplage implique également une relaxation efficace de ces types cellulaires afin 
de maintenir l'efficacité des contractions subséquentes. Dans ce sens, un cycle de couplage 
EC consiste en une stimulation électrique, une contraction cellulaire et d'une relaxation. 
Dans le cœur, le couplage EC assure une contraction adéquate des cardiomyocytes et 
l'ion Ca2+ y joue un rôle central. En effet, la transmission du signal électrique en une 









































































Figure 2 : Mécanisme du Ca2+-Induced Ca2+ Release (CICR) impliqué dans la contraction cellulaire des 
cardiomyocytes. Schéma décrivant les étapes d’activation du CICR menant à la contraction cellulaire. 1. 
L’arrivée du potentiel d’action à la membrane plasmique provoque une dépolarisation membranaire se 
propageant jusqu’aux tubules transverses. 2. L’activation des canaux calciques voltage-dépendant de type L 
(L-VDCC) par la dépolarisation membranaire provoque une faible entrée de Ca2+. 3. L’entrée de Ca2+ 
provoque l’activation des récepteurs à la ryanodine (RyR) et déclenche une vidange de Ca2+ du réticulum 
sarcoplasmique (RS) vers le cytoplasme. 4. La concentration du Ca2+ cytoplasmique est suffisamment élevée 
pour amorcer la contraction cellulaire au niveau des sarcomères. 5. Plusieurs pompes et transporteurs à Ca2+ 
contribuent à rétablir les concentrations calciques cytoplasmiques à un niveau basal ce qui termine la 
contraction cellulaire. La sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase (SERCA) et l’échangeur à Ca2+/Na+ 
(NCX) sont les deux principales protéines assurant cette fonction. 
 
Lorsqu'un signal électrique parvient à la membrane plasmique des cardiomyocytes, 
celui-ci provoque l'ouverture des canaux sodiques voltage-dépendants. Le transport d’ions à 
travers la membrane plasmique modifie le potentiel membranaire déclenchant une 
dépolarisation à la surface cellulaire. Cette dépolarisation membranaire se propage jusqu'à 
une région cellulaire précise appelée le tubule transverse. Cette région a comme 
particularité de former des microdomaines où les composantes de la membrane plasmique 
et celles du RS sont très rapprochées dans la cellule permettant ainsi une communication 
étroite entre les signaux extracellulaires et les réservoirs intracellulaires de Ca2+. Le 
changement de polarité membranaire au niveau du tubule transverse induit l'activation des 
canaux calciques voltage-dépendants (VDCC). Il existe deux types de VDCC, les VDCC 
de type T (T-VDCC) et les VDCC de type L (L-VDCC). Chez les cardiomyocytes 
ventriculaires, le L-VDCC est le type qui est exprimé de manière prédominante. 
L’activation des L-VDCC provoque l’ouverture de ces canaux et engendre une faible entrée 
de Ca2+ dans le cytoplasme. Cette élévation restreinte de Ca2+ n'est toutefois pas suffisante 
pour induire une contraction cellulaire. Cependant, le Ca2+ se lie aux récepteurs à la 
ryanodine (RyR) ancrés à la membrane du RS à proximité des L-VDCC et provoque leur 
activation. L'activation des RyR induit une vidange de Ca2+ provenant du RS ce qui 
contribue à augmenter la concentration cytoplasmique de Ca2+ jusqu'à 1 µM. À ce stade, la 
concentration du Ca2+ dans le cytoplasme est suffisamment élevée pour déclencher les 
mécanismes de contraction cellulaire par l’interaction entre le Ca2+ et la troponine C décrite 
précédemment (Bers, 2002).  
 
 Plusieurs pompes, échangeurs et canaux à Ca2+ sont impliqués dans le 
rétablissement de la concentration intracellulaire de Ca2+ à un niveau basal afin de 





phénomène est celui à l’échangeur NCX, un échangeur à Na+ et à Ca2+. Il assure le 
transport du Ca2+ cytoplasmique vers le milieu extracellulaire durant la diastole en 
travaillant de concert avec la pompe Na+/K+-ATPase et les canaux potassiques voltage-
dépendants (Figure 2). La pompe plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA) effectue aussi 
le transport du Ca2+ du cytoplasme vers le milieu extracellulaire, mais de manière moins 
importante. À la membrane mitochondriale, le canal mitochondrial Ca2+ uniporter (MCU) 
diffuse le Ca2+ du cytoplasme vers la lumière intramitochondriale. À la membrane du RS, la 
pompe sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) permet le remplissage de ce 
réservoir intracellulaire de Ca2+. Le rôle cellulaire de la pompe SERCA dans le couplage 
EC est important puisqu'elle assure qu'une concentration en Ca2+ suffisante est présente 
dans le RS. De ce fait, les prochaines vidanges de Ca2+ du RS permettront d’induire des 
contractions cellulaires efficaces. 
 
Le Receptor-Operated Calcium Entry (ROCE) 
 
 Le ROCE est un second mécanisme de régulation de l'homéostasie du Ca2+ dans les 
cardiomyocytes. Ce mécanisme implique une entrée de Ca2+ qui est observée suivant 
l’activation de récepteurs à la membrane plasmique. Une des familles de récepteurs où l’on 
étudie le ROCE est celle des récepteurs couplés aux protéines G hétérotrimériques (RCPG), 
en particulier ceux couplés à la protéine Gq. Dans cette famille de RCPG, les récepteurs à 
l'endothéline-1 (ETA et ETB) et à l'angiotensine II (AT1 et AT2) sont parmi les plus étudiés 
dans le cœur et les cardiomyocytes (Dewenter et al, 2017). Cette cascade signalétique 
débute par la liaison d'un ligand à son récepteur situé à la membrane plasmique qui induit 
un changement conformationnel de celui-ci. À titre de guanine nucleotide exchange factor 
(GEF), le RCPG activé favorise l'échange du GDP pour du GTP sur la sous-unité a de la 
protéine Gq. L'association du GTP à la sous-unité a provoque un changement de 
conformation de celle-ci qui l'active. Sous sa forme active, son affinité pour les sous-unités 
bg diminue ce qui entraîne la dissociation du complexe hétérotrimérique lié au récepteur. 
La sous-unité a active interagit avec l'isoforme b de la phospholipase C (PLCb) et l'active à 
son tour. La PLCb clive le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) ancré à la 
membrane plasmique et produit deux seconds messagers, soit l'inositol 1,4,5-trisphosphate 





au RS à titre de second messager et déclenche la diffusion du Ca2+ dans le cytoplasme où il 
interagit principalement avec la calmoduline. Plusieurs kinases et canaux calciques situés à 
la membrane plasmique seront ensuite activés. Le DAG active certains canaux calciques 
localisés à la membrane plasmique ainsi que la protéine kinase C (PKC). À son tour, la 
PKC phosphoryle plusieurs canaux calciques tels les TRPC ce qui modifie leur activité. 
Suivant l'activation des canaux calciques par les seconds messagers, ceux-ci s'ouvrent et 
permettent une entrée de Ca2+ provenant du milieu extracellulaire où il assurera plusieurs 
fonctions cellulaires à titre de second messager. 
 
Le Store-Operated Calcium Entry (SOCE) 
 
 Le SOCE est un troisième mécanisme de régulation de l'homéostasie du Ca2+ dans 
le cœur. Initialement décris comme un mécanisme cellulaire important dans les cellules non 
excitables (Putney, 1986), de plus en plus d'évidences impliquent sa présence chez les 
cellules excitables tels les cardiomyocytes. Le SOCE est le mécanisme par lequel une 
vidange de Ca2+ du RS provoque une entrée de Ca2+ du milieu extracellulaire vers le 
cytoplasme (Figure 3). Lorsque la concentration de Ca2+ dans le RS diminue, la protéine 
Stromal Interaction molecule 1 (STIM1), un senseur de Ca2+ ancré à la membrane du RS, 
détecte cette baisse et s’active suivant un changement conformationnel de celle-ci (Liou et 
al, 2007). L'activation de STIM1 provoque sa relocalisation à proximité de la membrane 
plasmique. STIM1 interagit avec les canaux calciques Orai et TRPC localisés à la 
membrane plasmique. STIM1 favorise l’activation de ces canaux calciques ce qui engendre 
une entrée de Ca2+ du milieu extracellulaire vers le cytoplasme. Au moment où la recapture 
de Ca2+ dans le RS s'effectue, l'augmentation de la concentration de Ca2+ dans le RS 
provoque un changement de conformation de STIM1 qui ramène cette protéine à un état 
inactif. STIM1 se dissocie des composantes de la membrane plasmique et l’entrée de Ca2+ 
de type SOCE se termine. Chez les cardiomyocytes, il existe deux mécanismes principaux 
qui provoquent une relâche de Ca2+ du RS. Ces deux mécanismes s’amorcent par 
l’activation d’un récepteur-canal ancré à la membrane du RS suivant la liaison avec leur 
ligand. L’activation de ces récepteurs-canaux engendre leur ouverture et déclenche une 
relâche de Ca2+ du RS vers le cytoplasme. Le premier mécanisme est médié par l’activation 





l’IP3R suivant son activation par l’IP3 lors du ROCE. Le SOCE peut être activé 
indépendamment du CICR et du ROCE, mais travaille de concert avec ces deux 
mécanismes de régulation de l’homéostasie calcique cellulaire. 
 
 Le SOCE est un mécanisme impliqué dans la régulation de l’homéostasie du Ca2+ 
cellulaire si importante pour une multitude de processus cellulaires. Parmi ces processus, le 
SOCE est impliqué dans la prolifération, le métabolisme cellulaire, la régulation de la 
perméabilité membranaire, la migration cellulaire, la sécrétion d’hormone et de cytokines et 
la transcription (Bhardwaj et al, 2016; Kraft, 2015; Miao et al, 2016; Wen et al, 2016; Xia 
et al, 2016). La compréhension de la régulation du SOCE dans divers types cellulaires est 
donc primordiale afin de clarifier son impact dans le développement de maladies tels les 
cancers, les néphropathies et les cardiomyopathies. 
 
 
Figure 3 : Mécanisme du Store-Operated Ca2+ Entry (SOCE) dans l’homéostasie calcique des 
cardiomyocytes. 
Schéma décrivant le mécanisme d’activation du SOCE impliqué dans l’homéostasie calcique des 
cardiomyocytes. 1. Suivant à l’activation des récepteurs-canaux tels les récepteurs à la ryanodine (RyR) et les 
récepteurs à l’inositol 1,4,5trisphosphate (IP3R), une vidange de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique (RS) vers 
le cytoplasme est induite. 2. La diminution de la concentration du Ca2+ dans le RS est détectée par le senseur 
de Ca2+ stromal interaction molecule 1 (STIM1) et provoque son activation. Un changement conformationnel 
de STIM1 suivant son activation mène à sa relocalisation près de la membrane plasmique. 3. STIM1 favorise 
l’activation des canaux calciques tels Orai1 et les TRPC ce qui engendre une entrée de Ca2+ du milieu 












































































 Chez les cardiomyocytes, le SOCE est un mécanisme prédominant au stade néonatal 
et s’estompe au stade adulte (Luo et al, 2012). Dans le cœur, le SOCE participe à plusieurs 
processus cellulaires tels la contractilité cellulaire, la signalisation des glucocorticoïdes, le 
métabolisme des espèces réactives de l’oxygène (ROS), l’apoptose cellulaire et plusieurs 
autres (Kirschmer et al, 2016; Kitajima et al, 2016; Parks et al, 2016; Sabourin et al, 2016). 
Le bon fonctionnement du SOCE est donc primordial chez les cardiomyocytes pour assurer 
leurs fonctions. Or, dans un cadre pathologique, une augmentation de la prévalence et de 
l’amplitude de l’entrée de Ca2+ de type SOCE a été décrite (Hulot et al, 2011; Luo et al, 
2012). Ces observations ont été associées à une augmentation de l’expression des 
composantes du SOCE ainsi qu’aux effets délétères d’une surcharge de Ca2+ au niveau 
cellulaire et cardiaque. Un dérèglement du SOCE a été impliqué dans le développement de 
fibrose, d’hypertension, de remodelage cardiaque, de myopathies avec des agrégats 
tubulaires et d’hypertrophie cardiaque (Endo et al, 2015; Ji et al, 2017; Kassan et al, 2016; 
Makarewich et al, 2014; Nesin et al, 2014; Ross et al, 2017; Saliba et al, 2015; Seo et al, 
2014; Zhang et al, 2016). Il est donc important de mieux comprendre les mécanismes de 
régulation du SOCE, leurs dérèglements et leurs contributions dans le développement de 
cardiomyopathies. 
 
Les composantes du SOCE 
 




Structure et domaines fonctionnels de STIM1 
 
STIM1 est une protéine de 685 acides aminés qui comporte un seul domaine 
transmembranaire permettant de l’ancrer à la membrane du RS. Les différents domaines 
fonctionnels de STIM1 se séparent en trois régions distinctes : la région luminale située à 
l’intérieur du RS (acides aminés 1 à 213), la région transmembranaire (acides aminés 214 à 





portion N-terminale de STIM1 se retrouve dans le RS et la portion C-terminale se retrouve 
au niveau du cytosol. Dans la région luminale, les 22 premiers acides aminés correspondent 
au peptide signal. STIM1 possède également des domaines EF-hands (acides aminés 63 à 
128), lui permettant de lier le Ca2+ et de détecter les variations Ca2+ dans le RS, ainsi qu’un 
domaine sterile a-motif (SAM) (acides aminés 132 à 200) (Bhardwaj et al, 2016). La 
région cytoplasmique comporte trois domaines coiled-coil nommés CC1 (acides aminés 
238 à 343), CC2 (acides aminés 363 à 389) et CC3 (acides aminés 399 à 423). Ces 
domaines sont impliqués dans l’activation des canaux calciques ciblés par STIM1 et dans 
les interactions moléculaires entre STIM1 et ses protéines cibles (Soboloff et al, 2012). De 
plus, la portion cytosolique de STIM1 possède un domaine nommé STIM-Orai activating 
region (SOAR) (acides aminés 344 à 442) qui contient quatre hélices a. Le SOAR 
correspond à la plus petite séquence en acides aminés identifiée et requise pour activer le 
canal calcique Orai1 (Yuan et al, 2009). En aval du domaine SOAR, STIM1 possède un 
domaine qui assure l’inhibition et la fermeture du canal Orai nommé inhibitory domain 
(ID) (acides aminés 470 à 491). Il existe également un domaine nommé 
Ezrin/Radixin/Moesin (ERM) (acides aminés 219 à 548) qui englobe les domaines CC, 
SOAR et ID. L’étude du domaine ERM de STIM1 permet d’évaluer l’impact fonctionnel 
de ces domaines dans un contexte de régulation de l’entrée capacitative de Ca2+ chez les 
cellules. La portion cytoplasmique de STIM1 possède également deux domaines lui 
permettant d’interagir avec les phospholipides de la membrane plasmique. Le premier de 
ces domaines est riche en proline et sérine (PS) (acides aminés 600 à 629) et le second est 
riche en lysine (K) (acides aminés 671 à 685). 
 
Dans les cardiomyocytes, une autre isoforme de la protéine STIM1 nommée 
STIM1L est exprimée. STIM1L est composé de 791 résidus et est exprimée par épissage 
alternatif par une insertion du onzième exon dans sa séquence protéique (Darbellay et al, 
2011). STIM1L possède les mêmes composantes structurales que STIM1 en plus de détenir 
un domaine lui permettant d’interagir avec l’actine nommé actin binding domain (acides 
aminés 515 à 620). Cette isoforme de STIM1 maintient les caractéristiques fonctionnelles 
de cette protéine. Toutefois, en interagissant avec l’actine, STIM1L forme des 
microdomaines à proximité de la membrane plasmique contenant le canal calcique Orai1 de 





davantage dans l’activité constitutive du SOCE comparativement à STIM1 (Darbellay et al, 
2011). 
 
Dynamisme moléculaire de STIM1 dans le SOCE 
 
 La protéine STIM1 est à la fois impliquée dans l’activation et la terminaison de 
l’entrée calcique de type SOCE. À travers ses étapes d’activation et d’inactivation, STIM1 
subit différents changements conformationnels lui permettant de réguler de manière 
efficace le SOCE (Figure 4). En condition basale, où les réservoirs intracellulaires de Ca2+ 
sont remplis, STIM1 se retrouve sous une forme monomérique. Dans cet état, le Ca2+ est lié 
aux domaines EF-hands de STIM1. De plus, le domaine SAM stabilise la conformation 
monomérique inactive de STIM1 en interagissant avec les domaines EF-hands (Baba et al, 
2006). De cette manière, le domaine SAM de STIM1 permet de prévenir une activation 
spontanée du SOCE en absence de vidange de Ca2+ du RS. Lors de l’activation du SOCE, 
la baisse de la concentration du Ca2+ dans le RS suivant l’activation des RyR et des IP3R 
réduit la probabilité d’interaction entre STIM1 et le Ca2+ ce qui engendre un changement 
conformationnel de STIM1. Ensuite, des interactions intramoléculaires surviennent et 
favorisent la dimérisation de STIM1 (Liou et al, 2007). À cette étape dans l’activation du 
SOCE, la formation de dimères de STIM1 provoque un second changement 
conformationnel de cette protéine menant à une extension de sa région cytoplasmique. 
Puisque STIM1 se situe près des jonctions membranaires entre le RS et la membrane 
plasmique chez les cardiomyocytes, les domaines PS et K permettent à STIM1 d’interagir 
avec les phospholipides de la membrane plasmique. À ce moment, STIM1 catalyse 
l’activation du SOCE en favorisant l’ouverture des canaux calciques Orai1, Orai3, TRPC1, 
TRPC3, TRPC4 et TRPC6 (Gwack et al, 2007; Huang et al, 2006; Luik et al, 2006; 
Nakayama et al, 2006; Saliba et al, 2015; Wu et al, 2010). 
 
L’entrée de Ca2+ effectuée par ces canaux calciques amorce leur inactivation par un 
mécanisme d’inhibition qui est dépendante du Ca2+ (CDI). De plus, le domaine ID de 
STIM1 ainsi que la calmoduline (CaM) sont impliqués dans ce mécanisme d’inhibition des 
canaux calciques (Derler et al, 2009; Mullins et al, 2009). En parallèle, la pompe SERCA 





cytoplasme vers le RS. L’augmentation de la concentration du Ca2+ dans le RS accroît la 
probabilité d’interaction de cet ion avec les domaines EF-hands de STIM1. Lorsque 
l’interaction entre ces deux composantes est rétablie, le retour de STIM1 dans une 
conformation monomérique inactive est favorisé et contribue à l’inactivation du SOCE. 
 
 
Figure 4 : Mécanisme d’activation de STIM1 menant à une entrée de Ca2+ du milieu extracellulaire. 
Schéma décrivant le mécanisme d’activation de la protéine STIM1 suivant une relâche de Ca2+ provenant du 
réticulum sarcoplasmique (RS). 1. Lorsque la concentration du Ca2+ est élevée dans le RS, cet ion interagit 
avec les domaines EF-hands de STIM1 ce qui maintient cette protéine dans un état replié monomérique. 2. La 
diminution de la concentration du Ca2+ dans le RS suivant une relâche calcique induit un changement 
conformationnel de STIM1 qui favorise la dimérisation de celui-ci. 3. La dimérisation de STIM1 favorise 
l’extension de sa portion cytoplasmique et l’interaction de ses domaines riches en lysines (K) et en proline et 
sérine (PS) avec les phospholipides de la membrane cytoplasmique. Sous sa conformation active, STIM1 
interagit avec les canaux calciques tels Orai1 et provoque leur ouverture ce qui engendre une entrée de Ca2+ 
du milieu extracellulaire. 
 
 Dans les dernières années, de nouveaux partenaires d’interaction de STIM1 ont été 
identifiés. Notre laboratoire ainsi que d’autres groupes de recherche ont démontré 
l’interaction de STIM1 avec ces nouveaux partenaires tels le T-VDCC Cav3.1 et le L-
VDCC Cav2.1. Ces études suggèrent que STIM1 assure d’autres fonctions cellulaires 
calciques qui sont indépendantes du SOCE, notamment reliées au routage cellulaire de 
plusieurs protéines (Nguyen et al, 2013; Park et al, 2010; Wang et al, 2010). La recherche 
de nouveaux partenaires d’interaction de STIM1 serait bénéfique afin de mieux comprendre 





















La protéine STIM2 
 
 STIM2 est le deuxième membre de la famille des protéines STIM et elle est 
également exprimée dans le cœur (Darbellay et al, 2010). D’un point de vue structurel, 
STIM2 est constituée des mêmes domaines que STIM1. De plus, les domaines EF-hands de 
STIM2 possèdent une affinité pour le Ca2+ qui est plus faible (KD d’environ 400µM) que 
celle des domaines EF-hands de STIM1 (KD d’environ 200µM). Cette propriété des 
domaines EF-hands de STIM2 augmente la probabilité d’activation de cette protéine et lui 
confère une activité constitutive en condition basale (Zheng et al, 2008). À ce titre, il a été 
suggéré que STIM2 agit comme un régulateur stabilisant la concentration du Ca2+ dans les 
réservoirs intracellulaires (Brandman et al, 2007). STIM2 est également apte à activer les 
canaux calciques situés à la membrane plasmique. De plus, plusieurs études indiquent que 
STIM2 peut assurer un rôle de régulateur négatif du SOCE en formant des hétérodimères 
avec STIM1 (Soboloff et al, 2006). Ces interactions entre STIM2 et STIM1 empêcheraient 
l’élongation de la région C-terminale de STIM1 près de la membrane plasmique où elle 
interagirait et les canaux calciques du SOCE. De cette manière, la relation établie entre les 
fonctions cellulaires de STIM1 et STIM2 assure une régulation efficace de l’entrée calcique 
de type SOCE dans plusieurs types cellulaires. 
 
Les canaux calciques Orai 
 
Le canal Orai1 
 
Orai1 constitue le principal canal calcique impliqué dans le SOCE. C’est une 
protéine qui est exprimée de manière ubiquitaire et qui est localisée à la membrane 
plasmique. Dans la majorité des types cellulaires, l’expression d’Orai1 est supérieure à 
celle des autres membres de cette famille de canaux calciques. Ce canal calcique possède 
quatre domaines transmembranaires et ses extrémités N- et C-terminales se retrouvent dans 
le cytoplasme. L’ouverture de ce canal suivant son activation produit une entrée de Ca2+ qui 
est spécifique au SOCE, tout comme l’entrée calcique médiée par les canaux Orai2 et 
Orai3. Dans le domaine de l’électrophysiologie, le courant électrique généré par l’entrée de 





activated Ca2+ currents (ICRAC) (Kawasaki et al, 2009). Orai1 s’organise en oligomère 
avant son exportation à la membrane plasmique pour former des canaux calciques 
fonctionnels. Orai1 peut s’organiser en homotétramères ou en homohexamères et peut 
également former des hétéromultimères avec les canaux calciques Orai2 et Orai3 (Bénard 
et al, 2016; Hou et al, 2012; Lis et al, 2007; Penna et al, 2008). L’activation de ces canaux 
est médiée par l’interaction entre les régions C-terminales de ces canaux et les domaines 
SOAR des protéines STIM1 et STIM2 (McNally et al, 2013; Park et al, 2009). La 
régulation de l’activité d’Orai1 est principalement accomplie par STIM1 étant donné que 
son domaine SOAR possède une plus grande affinité pour ce canal calcique que le domaine 
SOAR de STIM2. De plus, des études ont démontré qu’un ratio d’expression relative entre 
les protéines STIM1 et Orai1 était requis afin d’observer une entrée calcique optimale 
(Fahrner et al, 2014; Scrimgeour et al, 2009). Également, l’interaction entre STIM1 et 
Orai1 permet d’effectuer le recrutement coopératif du canal calcique TRPC1 à la membrane 
plasmique et de réguler son activité (Ambudkar et al, 2017; Jardin et al, 2008; Ong et al, 
2007).  
 
Il existe deux isoformes connues d’Orai1 nommées Orai1a et Orai1b. L’expression 
de ces isoformes dans divers organes, tissus et types cellulaires est équivalente (Fukushima 
et al, 2012). Orai1b est exprimée à la suite d’une traduction alternative d’Orai1a due à la 
présence d’un codon codant pour une méthionine en position 64 de sa séquence en acides 
aminés. L’initiation de la traduction s’effectue à un site différent de l’isoforme Orai1a et 
mène à la production d’une forme réduite de la protéine Orai1 ayant un poids moléculaire 
d’environ 23 kDa au lieu de 33 kDa pour Orai1a. Orai1b ne possède pas un domaine riche 
en arginine lui permettant d’interagir avec les phosphoinositides de la membrane 
plasmique. Cette caractéristique d’Orai1b augmente sa fluidité à travers la membrane 
plasmique comparativement à Orai1a et accélère son recrutement par STIM1 lors de 
l’activation du SOCE. 
 
Les canaux Orai2 et Orai3 
 
 Les protéines Orai2 et Orai3 complètent cette famille de canaux calciques. Tout 





STIM1 et STIM2 (Parvez et al, 2008). L’expression de ces protéines est ubiquitaire 
(Gwack et al, 2007). Cependant, Orai2 est exprimé de manière prédominante dans le 
cerveau, les reins et les poumons (Wissenbach et al, 2007). De plus, deux isoformes du 
canal Orai2 nommées Orai2S et Orai2L peuvent être produites dans les cellules suivant un 
épissage alternatif. Les propriétés moléculaires de ces deux isoformes ne permettent pas de 
les distinguer dans un cadre fonctionnel (Gross et al, 2007). Dans le cœur, les 
protéines Orai1 et Orai3 sont les canaux calciques de cette famille qui sont exprimés de 
manière majoritaire (Saliba et al, 2015). De plus, les rôles cellulaires d’Orai2 dans les 
cardiomyocytes n’ont pas été décrits à ce jour. Les canaux Orai2 et Orai3 peuvent former 
des homomultimères possédant une sélectivité pour le Ca2+ comparable à celle des 
homomultimères d’Orai1 (Lis et al, 2007). Cependant, l’entrée de Ca2+ effectuée par les 
canaux Orai2 et Orai3 suivant l’activation du SOCE est moins soutenue qu’une entrée de 
Ca2+ médiée par le canal Orai1 (Lis et al, 2007; Mercer et al, 2006). Il a été suggéré que 
cette variation d’entrée calcique observée entre les différents canaux Orai est associée à 
leurs mécanismes d’inactivation suivant l’activation du SOCE. De plus, les canaux Orai 
peuvent former des hétéromultimères qui possèdent des propriétés moléculaires distinctes 
des canaux Orai homomultimériques (Zhang et al, 2008). Par exemple, des 
hétérotétramères constitués des canaux Orai1 et Orai3 possédant une sélectivité moindre 
pour le Ca2+ comparativement aux formes homomultimériques peuvent être formés 
(Schindl et al, 2009). De plus, Orai1 et Orai3 peuvent former des hétéropentamères dont 
leur régulation est indépendante des réservoirs intracellulaires de Ca2+ et qui sont associés à 
la signalisation calcique de l’acide arachidonique (Mignen et al, 2009; Thompson et 
Shuttleworth, 2012). Une caractéristique fonctionnelle du canal Orai3 qui le distingue des 
canaux Orai1 et Orai2 est sa régulation par le 2-aminoéthoxydiphényl borate (2-APB) qui 
est un inhibiteur non sélectif des canaux impliqués dans le SOCE dont le mécanisme est 
encore inconnu. Suivant des expérimentations en électrophysiologie qui employaient une 
concentration de 50µM de 2-APB afin d’étudier les canaux Orai (Schindl et al, 2008; S.L. 
Zhang et al, 2008), une activation du canal Orai3 a été observée au lieu d’une inhibition. 
Ces observations indiquent que les mécanismes de régulation de l’activation des canaux 







Les canaux calciques TRPC 
 
 Les canaux calciques nommés transient receptor potential canonical channels 
(TRPC) forment une famille de protéines composée de sept membres (TRPC1 à TRPC7). 
Une caractéristique commune aux TRPC est qu’ils possèdent six domaines 
transmembranaires. Dans le cœur, l’expression de l’ARNm de TRPC1, TRPC3, TRPC4, 
TRPC5 et TRPC6 a été détectée (Garcia et Schilling, 1997). Parmi les membres de cette 
famille de protéines, les canaux TRPC1, TRPC3 et TRPC6 sont les plus exprimés. 
Plusieurs études ont démontré l’implication des TRPC dans la régulation de l’homéostasie 
calcique cardiaque. De plus, leur contribution dans le développement de plusieurs 
pathologies cardiaques a été mise en lumière dans ces études (Bush et al, 2006; Kuwahara 
et al, 2006; Nakayama et al, 2006; Ohba et al, 2009). Cependant, les rôles cellulaires des 
TRPC ont été associés à des mécanismes de régulation de l’homéostasie calcique qui 
peuvent être différents du SOCE tels le ROCE, le CICR et la régulation de leur expression 
par le facteur de transcription NFAT. Ce n’est que depuis quelques années que des études 
ont démontré l’impact des TRPC dans la régulation du SOCE (Domínguez-Rodríguez et al, 
2015; Sabourin et al, 2016; Seo et al, 2014). En effet, les protéines STIM1 et Orai1 
assurent un recrutement coopératif des canaux TRPC à des microdomaines signalétiques 
situés à la membrane plasmique (Cheng et al, 2011). La compréhension du rôle des TRPC 
dans la régulation du SOCE chez les cardiomyocytes est encore peu connue. À cet effet, 
l’identification de protéines impliquées dans la régulation du SOCE et de l’activité des 
TRPC permettrait de clarifier la relation entre ces canaux calciques et ce mécanisme 
d’entrée du Ca2+ chez les cardiomyocytes. 
 
Les cavéoles sont des carrefours importants de la signalisation du Ca2+ 
 
 Les composantes de la membrane plasmique sont souvent impliquées dans plusieurs 
voies signalétiques. Parmi ces composantes, certaines s’organisent en microdomaines ayant 
des fonctions précises. C’est le cas des radeaux lipidiques qui assurent plusieurs fonctions 
cellulaires, notamment un rôle dans la transduction de signaux cellulaires (Simons et 
Toomre, 2000). Les cavéoles sont une sous-classe de radeaux lipidiques qui ont attiré 
l’attention de plusieurs groupes de recherche au cours des dernières années pour leur 





nombreuses maladies. Plusieurs rôles cellulaires associés aux cavéoles ont été établis 
depuis plus de trente ans tel leur impact dans la régulation de la synthèse de l’oxyde 
nitrique endothélial, la signalisation de l’insuline, la régulation de la signalisation des 
protéines Src et Ras (García-Cardeña et al, 1997; Li et al, 1996; Nystrom et al, 1999; Song 
et al, 1996). Cependant, la participation des cavéoles dans le développement de plusieurs 
pathologies telles les cancers, les lipodystrophies, les cardiomyopathies et leur répercussion 
dans la mécanoprotection cellulaire n’ont été mises en lumière que tout récemment 
(Galbiati et al, 2001; Gazzerro et al, 2010; Goetz et al, 2011; Lim et al, 2017; Liu et al, 
2008). 
 
 Les cavéoles sont des structures localisées à la membrane plasmique formant des 
invaginations en forme d’oméga inversée (℧). Leur formation est assurée par trois classes 
de protéines : les cavéolines, les cavins et les protéines adaptatrices. La classe des 
cavéolines est composée de trois membres : la caveoline-1 (Cav1), la caveoline-2 (Cav2) et 
la caveoline-3 (Cav3). L’expression de Cav1 est ubiquitaire, celle de Cav2 est 
prédominante dans le tissu adipeux et les poumons et celle de Cav3 est observée 
uniquement dans les tissus musculaires. Chez les cardiomyocytes, Cav1 et Cav3 sont les 
cavéolines les plus exprimées (Scherer et al, 1996; Tang et al, 1996; Way et Parton, 1995). 
La classe des cavins est composée de quatre membres : la cavin1 (aussi appelée polymerase 
1 transcript release factor [PTRF]), la cavin2 (aussi appelée serum deprivation protein 
response [SDPR]), la cavin3 (aussi appelée srd-related gene product that binds to c-kinase 
[SRBC]) et la cavin4 (aussi appelée muscle-related coiled-coil protein [MURC]) (Cheng et 
Nichols, 2016). Les cavins sont exprimés dans les tissus où les cavéoles sont présentes à 
l’exception de MURC où son expression est spécifique aux cellules musculaires. La classe 
des protéines adaptatrices regroupe plusieurs protéines ayant des fonctions cellulaires 
différentes, mais qui assurent le maintien de l’intégrité des cavéoles une fois que celles-ci 
ont été formées à la membrane plasmique. Quelques protéines appartenant à cette classe 
sont décrites à la prochaine section. 
Mécanisme de formation des cavéoles 
 
Les cavéolines sont synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique où elles 





permettant leur exportation à la membrane plasmique par un mécanisme qui est dépendant 
du cholestérol (Hayer et al, 2010; Rothberg et al, 1992). Dans le cytoplasme, des 
homotrimères et hétérodimères de cavins sont formés. Ensuite, ceux-ci s’organisent en 
treillis moléculaires favorisant leur interaction avec les cavéolines pour initier la formation 
des cavéoles (Gambin et al, 2013; Ludwig et al, 2013). Les protéines adaptatrices 
telles Pacsin-2 et Eps-15 homology domain 2 (EHD2) sont ensuite mobilisées aux cavéoles 
pour stabiliser les complexes cavéolaires et leur bourgeonnement (Hansen et al, 2011; Oh 
et al, 1998; Senju et al, 2011; Stoeber et al, 2012). Les cavéoles peuvent être impliquées 
dans la transcytose et l’endocytose cellulaire par un mécanisme qui est indépendant des 
clathrines en fusionnant avec des endosomes précoces nouvellement formés (Chaudhary et 
al, 2014). Dans ce sens, les cavéoles participent à la régulation du routage cellulaire de 
plusieurs protéines et de lipides à travers les différentes organelles et compartiments 
cellulaires. À l’exception des lymphocytes et des neurones, la présence des cavéoles est 
ubiquitaire avec une prédominance chez les adipocytes, les cellules endothéliales et les 
cellules musculaires dont font partie les cardiomyocytes. 
 
 Une des raisons pour lesquelles les cavéoles sont impliquées dans une multitude de 
voies signalétiques est qu’elles forment des carrefours signalétiques. En effet, plusieurs 
protéines participantes à des voies de signalisation différentes se retrouvent au sein des 
cavéoles. À titre d’exemple, plusieurs récepteurs tels les RCPG et les récepteurs de type 
tyrosine kinase ainsi que de seconds messagers cellulaires tels la PKC et la PLC sont 
localisés aux cavéoles (Pani et Singh, 2009). De plus, plusieurs protéines et canaux 
ioniques associés à la signalisation calcique cellulaire et au SOCE tels les 
protéines STIM1,  Orai1 et les TRPC se retrouvent au niveau des cavéoles (Pani et al, 
2008, 2009; Pani et Singh, 2009). À ce titre, les cavéoles s’organisent en structures 
macromoléculaires localisées à la membrane plasmique pouvant participer à la régulation 
du SOCE et de l’homéostasie calcique cellulaire. 
 
Émergence des cavins comme protéines participantes à la formation des cavéoles 
 
 Une raison importante qui a renoué l’intérêt de l’étude de l’impact des cavéoles sur 





protéines requises pour la formation des cavéoles. Bien que l’identification individuelle des 
membres de la famille des cavins ait été faite au courant des années 1990, leur implication 
dans la formation des cavéoles est récente (Hansen et Nichols, 2010).  
 
 Outre leur rôle dans la formation des cavéoles, les protéines PTRF/cavin1, 
SDPR/cavin2, SRBC/cavin3 et MURC/cavin4 assurent des fonctions différentes au sein de 
plusieurs types cellulaires même si elles possèdent des similarités dans leur structure 
primaire. Basés sur leur homologie dans leur séquence en acides aminés, les cavins 
possèdent cinq domaines communs entre elles (Kovtun et al, 2014). Elles possèdent trois 
domaines dont la similarité en acides aminés est faible et qui sont associés à des régions 
désordonnées sans structure précise nommées DR1, DR2 et DR3 (low-homology 
disordered regions). Elles se composent également de deux domaines de plus haute 
similarité ayant une structure secondaire orientée en hélice a nommés helical region 1 
(HR1) et helical region 2 (HR2). Au sein de ces protéines, les domaines DR et HR se 
succèdent en alternance en commençant par le domaine DR1 situé à l’extrémité N-
terminale de la protéine et se terminant par le domaine DR3 à l’extrémité C-terminale. Une 
particularité qui différencie les domaines DR des domaines HR est leur point isoélectrique 
respectif. Les domaines DR possèdent des points isoélectriques autour de 4 ce qui leur 
confère des propriétés acides et les domaines HR possèdent des points isoélectriques autour 
de 10 ce qui leur confère des propriétés basiques. Cette alternance entre les domaines DR 
acides et les domaines HR basiques favorisent des interactions de faibles affinités entre les 
cavins permettant la formation de treillis moléculaires capables d’interagir avec les 
cavéolines et de stabiliser la formation des cavéoles. Les cavins peuvent se regrouper en 
homotrimères ou en hétérotrimères dans le cytoplasme. À ce jour, seulement des 
hétérotrimères composés d’un dimère de la protéine PTRF/cavin1 liés avec un monomère 
de la protéine SDPR/cavin2 ou SRBC/cavin3 ont été observés. La trimérisation des cavins 
est assurée par des interactions de faibles affinités entre leur domaine HR1. Il a été proposé 
que les domaines HR2 contribuent à la stabilisation de ces trimères suivant leur formation 
en favorisant des interactions de faibles affinités supplémentaires (Kovtun et al, 2014). De 
plus, les domaines HR1 des cavins assurent leur ciblage à la membrane plasmique dans le 
processus de formation des cavéoles. Ces domaines effectuent des interactions de faibles 





les phosphatidylsérines et le PIP2. Cependant, notre compréhension du rôle cellulaire des 
cavins associé aux cavéoles est limitée et des études supplémentaires seront requises afin 
d’évaluer leurs impacts sur l’homéostasie de plusieurs types cellulaires. 
 
Rôle de la protéine MURC/cavin4 dans le cœur et les cardiomyocytes 
 
 Au cours des dernières années, l’émergence de l’importance des cavéoles dans le 
maintien de la fonction cardiaque et des cardiomyocytes a été mise en lumière. Parmi les 
composantes des cavéoles exprimées dans le cœur, la protéine MURC/cavin4 a été 
identifiée comme un acteur cellulaire participant à une multitude de voies de signalisation 
qui régulent l’homéostasie cellulaire des cardiomyocytes. Parmi ces processus cellulaires, 
MURC est impliquée dans la régulation de l’activité de la petite protéine G RhoA et des 
kinases de la famille des mitogen-activating protein kinases telles ERK1/2 et JNK. La 
protéine MURC/cavin-4 participe également dans la régulation de la myogénèse et du 
routage cellulaire (Housley et al, 2016; Miyagawa et al, 2017; Naito et al, 2015; Ogata et 
al, 2008, 2014; Tagawa et al, 2008). De plus, MURC est impliqué dans le développement 
de plusieurs pathologies reliées au système cardiovasculaire telles l’hypertension 
pulmonaire, l’insuffisance cardiaque, l’hypertrophie cardiaque et les cardiomyopathies 
dilatées (CMD) (Bernardo et al, 2015; Faggi et al, 2015; Nakanishi et al, 2016; Ogata et al, 
2008, 2014; Rodriguez et al, 2011). 
 
 Au point de vue structurel, la forme humaine de la protéine MURC est composée de 
364 acides aminés séparés dans les cinq domaines DR et HR associés aux cavins (Figure 
5). Ses domaines DR1, HR1, DR2, HR2 et DR3 comprennent les acides aminés 1 à 26, 27 à 
143, 144 à 177, 178 à 268 et 269 à 364 respectivement. De plus, MURC possède des 
domaines fonctionnels qui assurent ses différents rôles cellulaires. Elle possède un domaine 
coiled-coil (CC) (acides aminés 44 à 77) qui est impliqué dans sa localisation cellulaire, 
dans sa trimérisation et dans son interaction avec d’autres protéines (Naito et al, 2015). La 
protéine MURC possède également deux domaines PEST riches en proline, acide 
glutamique, sérine et thréonine (acides aminés 151 à 182 et 323 à 340) qui seraient associés 









Figure 5 : Domaines et polymorphismes à nucléotide unique (SNP) connus de la protéine MURC 
Schéma décrivant les différents domaines et SNP connus de la protéine MURC selon sa séquence en acides 
aminés. La protéine MURC est constituée de domaines communs aux membres de la famille des cavins soit 
DR1, HR1, DR2, HR2 et DR3 (haut). La protéine MURC possède également des domaines fonctionnels (CC 
et PEST) et des SNP (N128K, R140W, L153P, S307T, P324L, S364L) uniques à cette protéine parmi les 
membres de la famille des cavins (bas). 
 
De plus, des polymorphismes à nucléotide unique (SNP) menant à des substitutions 
d’acides aminés de la protéine MURC ont associé cette protéine à des CMD (Rodriguez et 
al, 2011). Les SNP identifiés dans cette étude caractérisent des substitutions ponctuelles 
d’une asparagine en position 128 pour une lysine (N128K), d’une arginine en position 140 
pour un tryptophane (R140W), d’une leucine en position 153 pour une proline (L153P), 
d’une sérine en position 307 pour une thréonine (S307T), d’une proline en position 324 
pour une leucine (P324L) et d’une sérine en position 364 pour une leucine (S364L). La 
surexpression de ces SNP chez des cardiomyocytes ventriculaires isolés de rats nouveau-
nés (NRVM) est associée à un développement hypertrophique moins soutenu et une 
activation de la voie signalétique de RhoA/ROCK moins importante lorsqu’elle était 
comparée à la surexpression de la forme sauvage de MURC dans ce type cellulaire. Ces 
premières observations concernant la surexpression des mutants de MURC semblent être 
associées à une perte de fonction de cette protéine lorsque ces SNP sont présents. Cette 
perte fonctionnelle de la protéine MURC pourrait être en cause dans sa contribution au 
développement de cardiomyopathies. Cependant, les rôles cellulaires de MURC et de ses 
SNP dans le cœur et les cardiomyocytes n’ont pas tous été élucidés. Une compréhension 
plus approfondie de l’implication de cette protéine dans l’homéostasie des cardiomyocytes 
est donc nécessaire afin d’élucider par quels mécanismes la protéine MURC pourrait aussi 
contribuer au développement de maladies du cœur. 
 




























Étude de la variation du Ca2+ intracellulaire en temps réel 
 
Dans le but d’étudier de manière efficace l’homéostasie calcique cellulaire, plusieurs 
sondes fluorescentes se liant au Ca2+ et protocoles d’imagerie calcique cellulaire ont été 
développés. Ces outils permettent de mesurer la variation du Ca2+ intracellulaire en temps 
réel. De cette manière, il est possible d’étudier les différents mécanismes régulant 
l’homéostasie calcique cellulaire tels le CICR, le ROCE et le SOCE. La Figure 6 
schématise le protocole d’imagerie calcique qui a été optimisé et employé pour étudier le 
SOCE chez les cardiomyocytes. C’est également à partir de ce protocole que plusieurs 
résultats (Article 1 Figures 3 et 5) sont présentés dans les sections suivantes.  
 
Pour étudier le SOCE chez les cardiomyocytes, le protocole d’imagerie calcique se 
sépare en quatre étapes. Ces étapes se succèdent par des changements du milieu 
extracellulaire. La composition du milieu extracellulaire varie entre les étapes du protocole 
ce qui permet d’étudier le SOCE durant ce type d’expérimentation. La première et la 
dernière étape s’effectuent dans un milieu extracellulaire contenant du Ca2+ tandis que la 
deuxième et la troisième étape s’effectuent en absence de Ca2+ extracellulaire. Tous les 
milieux de culture employés durant le protocole contiennent de la nifedipine, un inhibiteur 
des L-VDCC, ce qui permet de prévenir l’activation du CICR et les variations spontanées 
de la concentration du Ca2+ intracellulaire y étant liées. Le milieu de culture ajouté à la 
troisième étape contient de la caféine et de la thapsigargine (TG). La caféine active les RyR 
et la TG inhibe de manière irréversible la pompe SERCA. De cette manière, la caféine 
provoque une relâche de Ca2+ du RS et la TG prévient la recapture de cet ion dans le RS. 
Une augmentation de la concentration intracellulaire du Ca2+ sera observée à cette étape. 
De plus, la diminution de la concentration du Ca2+ dans le RS provoque l’activation de 
STIM1 et du SOCE. La concentration calcique intracellulaire retourne ensuite à un niveau 
comparable à celui observé en début d’expérimentation. Cette observation est 
principalement due à l’action de l’échangeur NCX qui transporte le Ca2+ à l’extérieur des 
cellules. À la dernière étape, le Ca2+ présent dans le milieu extracellulaire entre à l’intérieur 
des cardiomyocytes via les canaux calciques impliqués dans le SOCE qui ont été activés. 
Une augmentation de la concentration du Ca2+ est observée. L’entrée calcique de type 
SOCE peut être évaluée en soustrayant la concentration calcique observée à la fin de la 





il est possible d’évaluer si un inhibiteur ou la surexpression d’une protéine précise participe 





Figure 6 : Protocole d’imagerie calcique permettant d’évaluer le SOCE chez des cardiomyocytes. 
Schéma décrivant la variation de la concentration du Ca2+ intracellulaire ([Ca2+]i) durant un protocole 
d’imagerie calcique afin d’évaluer le SOCE chez des cardiomyocytes. 1. Les cellules sont incubées dans un 
tampon physiologique contenant du Ca2+. 2. Un changement de milieu extracellulaire pour un tampon 
physiologique ne contenant pas de Ca2+ est ensuite effectué. 3. Un changement de milieu extracellulaire pour 
le même tampon physiologique et contenant de la caféine et de la thapsigargine (TG) est effectué. Une relâche 
de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique vers le cytoplasme et une augmentation de la concentration calcique 
sont observées suivant l’activation des récepteurs à la ryanodine par la caféine et l’inhibition de la pompe 
SERCA par la TG. Également, les composantes du SOCE s’activeront durant cette étape. Suivant l’action de 
l’échangeur NCX qui transportera le Ca2+ à l’extérieur de la cellule, la concentration calcique cellulaire 
diminue. 4. Un changement de milieu extracellulaire pour un tampon physiologique contenant du Ca2+ est 
ensuite effectué. Une entrée de Ca2+ extracellulaire de type SOCE se produit et une augmentation de la 
concentration calcique intracellulaire est observée. En soustrayant la concentration du Ca2+ observée à la fin 
de l’étape 3 à celle observée suivant l’entrée de Ca2+ à l’étape 4, l’entrée calcique de type SOCE peut être 
déterminée. 
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But de l’étude 
 
 Lors de précédents travaux effectués au sein de notre laboratoire (Nguyen et al, 
2013), nous avons démontré l’implication de la protéine STIM1 dans la régulation de 
l’homéostasie du Ca2+ des cardiomyocytes. Ce rôle cellulaire de la protéine STIM1 n’était 
pas associé à son impact dans la régulation du SOCE, mais à la régulation de l’activité du 
T-VDCC Cav3.1 dans un cadre physiologique. Étant donné que STIM1 peut interagir avec 
des protéines n’étant pas impliquées dans la régulation du SOCE, nous avions émis 
l’hypothèse que STIM1 possède des partenaires d’interaction dans les cardiomyocytes 
pouvant réguler son activité. Afin de valider cette hypothèse, des GST-pulldowns couplés à 
la spectrométrie de masse ont été effectués afin d’identifier des partenaires d’interaction 
potentiels de STIM1 dans le cœur. Suivant l’obtention de résultats préliminaires, nous 
avons identifié MURC comme étant une protéine candidate pour laquelle nous avons porté 
notre attention. Nous avons donc émis l’hypothèse que la protéine MURC interagit avec la 
protéine STIM1 et qu’elle participe à la régulation du SOCE dans les cardiomyocytes. Mes 
travaux de recherche ont été séparés en deux objectifs. Le premier objectif était de valider 
l’interaction entre MURC et STIM1 dans le cœur et les cardiomyocytes et d’identifier leur 
domaine respectif qui assure cette interaction. Le deuxième objectif était d’évaluer l’impact 
de MURC sur le SOCE dans les cardiomyocytes par une approche de gain de fonction. 
L’identification de la protéine MURC à titre de partenaire cellulaire de STIM1 nous a 
permis de mieux comprendre la régulation du SOCE dans les cardiomyocytes et d’élucider 
un nouveau mécanisme cellulaire par lequel la protéine MURC pourrait contribuer au 







MURC/Cavin-4 facilitates store-operated calcium entry in neonatal cardiomyoyctes 
 
Auteurs de l’article: Julien Malette, Jade Degrandmaison, Hugo Giguère, Jonathan 
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Avant-propos: Pour la rédaction de l’article, j’ai effectué la mise en forme des figures. J’ai 
rédigé les légendes des figures, la section Materials and methods et la section Results. Pour 
ma contribution au point de vue expérimental, j’ai effectué la génération des adénovirus 
MURC-FLAG, MURC-DHR1-FLAG, MURC-R140W-FLAG, HA-Orai1 et STIM1-FLAG 
par biologie moléculaire. J’ai également généré les protéines de fusion GST-MURC, GST-
DHR1 et GST-R140W par biologie moléculaire. J’ai produit l’ensemble des résultats 
présentés dans l’article à l’exception d’un GST-Pulldown utilisé à la figure 1B et les 
expériences de coimmunoprécipitations montrées à la figure 4C. De plus, j’ai effectué 
l’ensemble des analyses statistiques décrites dans l’article. 
 
Résumé : Dans le cœur, le store-operated calcium entry (SOCE) assure le maintien de 
l’homéostasie du Ca2+ des cardiomyocytes et participe au développement de pathologies 
cardiaques. Dans le but mieux comprendre comment le SOCE est régulé dans les 
cardiomyocytes, nous avons cherché à identifier de nouveaux partenaires cellulaires de 
STIM1, la principale protéine régulatrice du SOCE, qui pourraient participer à la 
modulation du SOCE. Nous avons identifié la protéine muscle-related coiled-coil protein 
(MURC) comme étant une protéine candidate. Nous avons validé que la protéine MURC 
peut interagir avec STIM1 dans le cœur et les cardiomyocytes. Nos résultats montrent que 
le domaine HR1 de MURC et le domaine ERM de STIM1 sont nécessaires pour que cette 
interaction se produise. Ensuite, nous avons validé la présence de SOCE dans des 
cardiomyocytes isolés de rats nouveau-nés (NRVMs) par imagerie calcique au Fura-2/AM 
en employant les inhibiteurs du SOCE SKF-96365 et 2-APB. Par la suite, nous avons 
évalué l’impact potentiel de MURC sur le SOCE dans les NRVMs. Nos résultats 
démontrent que la surexpression de MURC potentialise et accélère le SOCE dans les 





présence de la mutation R140W contenue dans le domaine HR1 exacerbe les effets de 
MURC sur le SOCE des NRVMs. Nous avons ensuite étudié les mécanismes potentiels par 
lesquels la surexpression de MURC potentialise le SOCE. MURC n’influence pas 
l’expression endogène de STIM1 et du canal calcique Orai1, mais augmente l’interaction 
entre ces protéines en condition basale. En somme, nous avons caractérisé MURC comme 
étant un nouveau partenaire cellulaire de STIM1 dans les cardiomyocytes qui participe à la 
régulation du SOCE. De plus, nous avons identifié un premier mécanisme potentiel par 







MURC/CAVIN-4 FACILITATES STORE-OPERATED CALCIUM ENTRY IN 
NEONATAL CARDIOMYOCYTES 
 
Julien Malettea, Jade Degrandmaisona, Hugo Giguèrea, Jonathan Berthiaumea, Jean-Luc 
Parentb, Mannix Auger-Messierc,*, Guylain Boulaya,* 
 
a Département de Pharmacologie et Physiologie, Faculté de Médecine et des Sciences de la 
Santé, Université de Sherbrooke, QC, Canada J1H 5N4 
b Département de Médecine – Service de Rhumatologie, Centre de Recherche du CHUS, 
Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, 
QC, Canada J1H 5N4 
c Département de Médecine – Service de Cardiologie, Centre de Recherche du CHUS, 
Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, 














Intact store-operated calcium entry (SOCE) mechanisms ensure the maintenance of 
Ca2+ homeostasis in cardiomyocytes while their dysregulation promotes the development of 
cardiomyopathies. To better understand this calcium handling process in cardiomyocytes, 
we sought to identify unknown protein partners of stromal interaction molecule 1 (STIM1), 
a main regulatory protein of SOCE. We identified the muscle-related coiled-coil protein 
(MURC), also known as Cavin-4, as a candidate and showed that MURC interacts with 
STIM1 in the heart and cardiomyocytes. This interaction occurs via the HR1 and ERM 
domains of MURC and STIM1, respectively. Our results also demonstrated that the 
overexpression of MURC in neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) is sufficient to 
potentiate SOCE and that its HR1 domain is required to mediate this effect. Interestingly, 
the R140W-MURC mutant, a missense variant of the HR1 domain associated with human 





endogenous expression of STIM1 and Ca2+ channel Orai1 is not modulated under these 
conditions, we showed that MURC increases the interaction between these proteins under 
resting conditions. Our study provides novel evidence that MURC regulates SOCE by 
interacting with STIM1 in cardiomyocytes. In addition, we identified a first potential 
mechanism by which the R140W mutation may contribute to calcium mishandling and the 
development of cardiomyopathies. 
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Ca2+ is central for a variety of essential physiological processes such as cell 
proliferation, differentiation, motility, secretion, excitation, and apoptosis [1]. In 
cardiomyocytes, an elevation of sarcoplasmic [Ca2+] is absolutely required for the 
excitation-contraction coupling that triggers sarcomeric actin-myosin movements [2]. 
Excitation-contraction coupling relies on the synergic action of L-type voltage-dependent 
Ca2+ channels and cardiac ryanodine receptors that provide Ca2+ through Ca2+-induced Ca2+ 
release [3,4]. Proteins involved in another crucial process known as store-operated Ca2+ 
entry (SOCE) are also expressed in cardiomyocytes [5,6]. This process has been best 
characterized in non-excitable cells and is essential for replenishing Ca2+ stores in the 
endoplasmic reticulum. SOCE also plays a role in the development of cardiomyocyte 
hypertrophy [7–9]. Stromal interaction molecule 1 (STIM1) is one of the two major 
components of SOCE [10,11]. It is a single-pass transmembrane protein located on the 
endoplasmic/sarcoplasmic reticulum (SR) where it serves as a dynamic Ca2+ sensor. Upon 
store depletion, STIM1 detects a decrease in SR [Ca2+] through its EF-hand domain and 
forms punctae that move near the plasma membrane, where it directly binds to and 
activates the oligomeric Ca2+ channel Orai1 at the plasma membrane [12–14]. 
We and others previously showed that STIM1 also regulates the contractile activity of 
cardiomyocytes by controlling the cell surface density of the voltage-dependent Ca2+ 
channel [15–17]. STIM1 presumably interacts with other proteins to regulate the trafficking 
of the Ca2+ channel at the plasma membrane. However, none of the proteins currently 
known to interact with STIM1, such as STIMATE [18], SARAF [19–21], or SPPL3 [22], 
have an impact on intracellular trafficking. We thus hypothesized that the identification of 
proteins implicated in intracellular trafficking that are not known to interact with STIM1 
could enhance our understanding of the calcium handing mechanisms involved in the 
biology of cardiomyocytes. 
In the present study, we used a glutathione S-transferase (GST) affinity column 
combined with mass spectrometry to identify the MURC/Cavin-4 protein as a novel STIM1 
interactor. We showed that the Ezrin/Radixin/Moesin (ERM) domain of STIM1 interacts 





MURC in neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) augments thapsigargin-induced 
SOCE and that this effect is exacerbated by a missense variant of MURC previously 
identified from a patient with dilated cardiomyopathy. Taken altogether, these results show 
for the first time that MURC impacts the Ca2+ homeostasis of cardiomyocytes. 
2. Materials and methods 
2.1 Materials 
The Neonatal Cardiomyocyte Isolation System, Ca2+/Mg2+-free Hank’s balanced salt 
solution (HBSS), soybean trypsin inhibitor, trypsin, and collagenase were purchased from 
Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, NJ, USA). The M199 medium, fetal 
bovine serum, glutamine, penicillin, streptomycin, and isopropyl b-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) were purchased from Wisent (St-Bruno, QC, Canada). The 
fura-2/AM, thapsigargin, fibronectin, and Luminata™ Western horseradish peroxidase 
(HRP) Crescendo ECL Substrate were purchased from EMD Millipore (Burlington, MA, 
USA). The SKF-96265 was purchased from Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA). Unless 
otherwise stated, every other reagent was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). 
Anti-hexon antibody (ab8249) was purchased from Abcam (Cambridge, UK). Anti-
STIM1 (sc-16684) and anti-Orai1 (sc-377281) antibodies were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology (Dallas, TX, USA). Anti-MURC (HPA020973) and anti-FLAG (F7425) 
antibodies were purchased from Sigma. Anti-HA.11 antibody (901503) was purchased 
from BioLegend (San Diego, CA, USA). Anti-HA-peroxidase antibody (12 013 819 001, 
clone 3F10) was purchased from Roche (Basel, Switzerland). Rabbit anti-GST HRP-linked 
antibody (A190-122P) was purchased from Bethyl Laboratories Inc. (Montgomery, TX, 
USA). Anti-GAPDH (5174), anti-rabbit IgG HRP-linked (7074) and anti-mouse IgG HRP-
linked (7076) antibodies were purchased from Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 
USA). 
2.2 Neonatal rat ventricular myocyte isolation and culture 
All animal procedures respected NIH and Canadian Council on Animal Care Use and 
Care of Laboratory Animals guidelines and were approved by the Université de Sherbrooke 





Sprague Dawley new born rats (Charles River, Senneville, QC, Canada). The rat were 
euthanized, and the atria were removed from the excised hearts. The isolated ventricles 
were cut in half and were incubated in Ca2+/Mg2+-free HBSS supplemented with trypsin 
(50 µg/mL) at 4°C for 16-18 h in vented-cap tubes with slow agitation. Soybean trypsin 
inhibitor (200 µg/mL) and 100 units/mL of collagenase were then added to the tubes, and 
the ventricles were incubated for an additional 30 min at 37°C. Following trituration and 
filtration through a 70-micron cell strainer, the cells were pre-plated on 10-cm dishes at 
37°C for 30 min to reduce non-cardiomyocyte contamination (pre-plated NRVM). Enriched 
NRVM were resuspended in M199 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 
mM glutamine, 100 U/mL of penicillin, and 100 µg/mL of streptomycin. The cells were 
plated at a density of 43,000-86,000 cells/cm2 on fibronectin-coated glass coverslips for 
calcium imaging or on gelatin-coated dishes for other experiments. NVRM were infected 
with adenoviruses at a multiplicity of infection of 1:100 and were cultured in a humidified 
incubator with a 5% CO2 atmosphere at 37°C for 48-72 h before analysis. 
2.3 Cloning and adenovirus generation 
The assembly and subcloning of hMURC constructs from hMURC-myc-DDK cDNA 
(OriGene, Rockville, MD, USA), HA-hOrai1 constructs from hOrai1-eYFP cDNA 
(OriGene), and hSTIM1 constructs from hSTIM1-eCFP cDNA (OriGene) into the 
Gateway® pENTR3C Dual Selection vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) or the 
pGEX-4T-3 vector (Clontech, Mountain View, CA, USA) were performed using 
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning kits (New England Biolabs, Ipswich, MA, 
USA).  
The recombination with the Gateway® pAd/CMV/V5-DEST™ adenovirus vector 
(Invitrogen) was performed using the Gateway® LR Clonase® II Enzyme Mix 
(Invitrogen). The transfection of 4 µg of linearized vector was performed in a 35-mm dish 
with 90-100% confluent HEK 293A cells using Lipofectamine® 2000 Transfection 
Reagent (Invitrogen). Seven to 10 days after transfection, the adenoviruses were collected 
from lysed cells that had been freeze-thawed three times. The adenoviruses were amplified 
by transferring 200 µL of primary stock to a 10-cm dish with 90-100% confluent HEK 
293A cells. The cells and supernatants were collected 48-72 h later, were freeze-thawed 





supernatants were collected, were aliquoted, and were stored at –80°C. Serial dilutions of 
each adenovirus were used to infect HEK 293A cells and to determine their respective 
titers. Individual immunostained hexon-expressing cells were quantified 36 h post-
infection. The adenovirus encoding β-galactosidase (βGal) was a generous gift from Jeffery 
D. Molkentin (HHMI, Cincinnati, OH, USA). 
2.4 Measurement of intracellular free Ca2+ concentrations 
The method used to measure intracellular free Ca2+ ([Ca2+]i) has been described 
elsewhere [15]. Briefly, pre-plated NRVM were grown on fibronectin-coated glass 
coverslips. Forty-eight hours post-infection, fresh culture media was added to the cultured 
cells. Seventy-two hours post-infection, the coverslips were washed once in HBSS (120 
mM NaCl, 5.3 mM KCl, 0.8 mM MgSO4, 10 mM glucose, 1.8 mM CaCl2, 20 mM Hepes, 
pH 7.4) and were loaded with fura-2/AM (4 µM in HBSS containing 0.02% F-127 pluronic 
acid) for 30 min at 37°C in the dark. After being washed twice with HBSS, the coverslips 
were put in a circular open-bottom chamber, which was mounted on the stage of an 
Olympus IX71 microscope (Olympus Canada Inc., Toronto, ON, Canada) equipped with a 
Lambda-DG-4 illuminator (Sutter Instrument Company, Novato, CA, USA). [Ca2+]i was 
measured in the fura2-loaded NRVM (10 to 30 cells/coverslip) by fluorescence 
videomicroscopy using alternating excitation wavelengths of 340 nm (26 nm bandpass) and 
387 nm (11 nm bandpass). Emitted fluorescence was monitored at 510 nm (84 nm 
bandpass) through a 415-570 nm dichroic mirror, and the fluorescence intensity was 
detected using an EvolveTM EMCCD camera (Photometrics, Tucson, AZ, USA). MetaFluor 
software (Universal Imaging Corporation, Bedford Hills, NY, USA) was used to digitize 
and analyze the fluorescent images. The method of Grynkiewicz et al. [23] was used to 
calculate free [Ca2+]i from the 340/387 fluorescence ratios. EGTA (0.5 mM) was added to 
the Ca2+-free HBSS to chelate any remaining extracellular Ca2+. All reagents were diluted 
to their final concentrations in HBSS and were applied to the NVRM by surface perfusion. 
2.5 Western blot analysis 
Proteins were extracted from cultured NRVM using RIPA lysis buffer (50 mM Tris-
HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM 





Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail) (Bimake, Houston, TX, USA). Protein 
concentrations were determined using a DCTM Protein Assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) according to the manufacturer’s protocol. Lysates were diluted with equal amounts 
of protein (20-40 µg) in SDS loading buffer and were resolved by SDS-PAGE. The protein 
bands were transferred to a nitrocellulose membrane (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). 
The membranes were blocked in TBS-T buffer supplemented with 5% non-fat skim milk 
and were probed with primary antibodies for 16 h at 4°C followed by HRP-coupled 
secondary antibodies for 2 h at room temperature to detect protein bands. Western blot 
image acquisition and analyses were performed using a ChemiDoc MP station and Image 
Lab software (Bio-Rad), respectively. 
2.6 Immunoprecipitation 
The NVRM were plated at a density of 83,000 cells/cm2 in 100-mm cell culture 
dishes for the immunoprecipitation assays. Approximately 4-6 h after seeding, the cells 
were infected with the adenoviral constructs, and the multiplicity of infection was adjusted 
to a total of 60 using the control βGal adenovirus. Forty-eight hours post-infection, the cells 
were washed twice with Ca2+-free HBSS and were incubated in Ca2+-free HBSS for 10 min 
at 37°C. For conditions where Ca2+ release from intracellular stores was to be induced, the 
Ca2+-free HBSS was supplemented with 10 mM caffeine and 2 µM thapsigargin (TG). The 
NVRM were then washed with 0.5% (v/v) formaldehyde in Ca2+/Mg2+-free phosphate-
buffered saline (PBS) and were crosslinked for 5 min at room temperature in the same 
solution. The NVRM were washed twice with ice-cold PBS supplemented with 1.25 M 
glycine and were harvested in 700 μL of lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 
8.0, 10 mM Na4P2O7, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% IGEPAL, and 5 mM EDTA) 
supplemented with protease inhibitors (10 μM pepstatin, 10 μM antipain, 10 μM leupeptin, 
and 10 μM chymostatin; Roche). After a 2-h incubation in lysis buffer at 4°C with rotation, 
the lysates were centrifuged at 17,000 x g for 20 min at 4°C. The protein concentrations in 
the supernatants were determined and were adjusted to the same concentration with lysis 
buffer in a final volume of 800 μL. The lysates were then incubated with 2 μg of purified 
anti-HA.11 antibody for 1.5 h at 4°C with rotation. A volume of 35 μL of 50% protein G-
agarose beads (Santa Cruz Biotechnology) was added, and the mixtures were incubated 





and were washed four times with lysis buffer. The immunoprecipitated proteins were 
suspended in 50 μL of SDS loading buffer. The initial lysates and the immunoprecipitated 
proteins were boiled for 5 min, were analyzed by SDS-PAGE, and were immunoblotted 
with the indicated specific antibodies. 
2.7 GST-pulldown assays 
In order to induce the expression of the GST-fusion protein, the cDNA constructs 
were transformed into BL-21 Rosetta bacteria, which were incubated with 1 mM IPTG for 
3 h at 30°C. The bacteria were then centrifuged at 3,000 x g for 30 min. The pellets were 
resuspended in 1.25 mL of pulldown lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 
0.1 % Triton X-100, 5 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, and Protease and 
Phosphatase Inhibitor Cocktail (Bimake), were sonicated twice for 10 s on ice, and were 
centrifuged at 17,000 x g for 15 min. The GST fusion proteins in the supernatant were 
affinity purified using Glutathione-SepharoseTM 4B beads (GE Healthcare, Mississauga, 
ON, Canada).  
For the pulldown assays, 2 mg of protein lysates from adult female rat hearts were 
affinity-purified with 50 µL of a slurry of GST protein beads for 2 h at 4°C with rotation. 
The beads were then washed the times with the pulldown lysis buffer and were resuspended 
in SDS loading buffer. The beads were boiled for 5 min, and the proteins were analyzed by 
SDS-PAGE and immunoblotted with the indicated antibodies. For the pulldown assays 
with cultured NRVM, 100 µg of protein lysates from cells infected with the indicated 
adenoviruses were incubated with affinity purified GST protein beads. 
2.8 Statistical analysis 
All experiments were performed using at least three independent cell isolations. The 
statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, 
CA, USA). A two-tailed unpaired T-test was used for hypothesis testing when appropriate. 
Quantitative data are expressed as means ± standard deviations, and differences with a P 
value < 0.05 were considered significant. 
3. Results 





Previous reports from independent laboratories [24–27], including our own [15], 
indicated that STIM1 acts on different Ca2+ entry pathways in the heart. To identify novel 
interactors of STIM1 expressed in the heart, we fused the ERM domain of STIM1 to GST 
(amino acids 219-548; GST-ERM; Article 1 Figure 1A) and used it for a GST-pulldown 
assay combined with analytical liquid chromatography-mass spectrometry. We used a 
lysate of RIPA-solubilized proteins from adult rat hearts to identify MURC, also known as 
Cavin4, as a potential candidate. We confirmed the interaction between MURC and the 
ERM domain of STIM1 using lysates from NRVM overexpressing MURC. As can be seen 
in Article 1 Figure 1B, MURC was efficiently retained by GST-ERM (lane 4), while no 
significant binding was observed with GST alone (lane 3) or with a lysate from control 
NRVM overexpressing bGal (lanes 1 and 2). To confirm these results, we used a GST-
fused hMURC protein (GST-MURC) as bait to pull down endogenously expressed STIM1 
from a whole heart protein lysate. As can be seen in Article 1 Figure 1C, cardiac STIM1 
was specifically detected in the GST-MURC precipitate but not in the GST control. These 
results suggest that STIM1 can interact with MURC and that its ERM domain is sufficient 
to mediate this interaction. 
3.2. The HR1 domain of MURC is required for the interaction with STIM1 
MURC shares sequence homology with other Cavin family proteins in two clearly 
delineated helical regions (HR1 and HR2). All members of the Cavin family also contain 
three non-homologous/disordered regions (DR1, DR2, and DR3) [28–30] (Article 1 Figure 
2A). To identify which MURC domains contribute to its interaction with STIM1, the 
following constructs with two adjacent domains were fused to GST: GST-DR1/HR1 
(amino acids 1-143), GST-HR1/DR2 (amino acids 27-177), GST-DR2/HR2 (amino acids 
144-268), and GST-HR2/DR3 (amino acids 178-364). The ability of endogenously 





and the presence of STIM1 in the precipitate was detected by immunoblotting (IB). 
 
Article 1 Figure 1. MURC interacts with the ERM domain of STIM1. (A) Schematics of full-length 
human STIM1 (hSTIM1) and the GST-ERM domain of hSTIM1 (GST-ERM) fusion protein. (B) Forty-eight 
hours after infecting NVRM with the control βGal adenovirus or the MURC adenovirus, the cells were lysed 
and the protein lysates were GST pulled down using GST alone or GST-ERM as bait. The presence of MURC 
in the pulldown precipitates and whole cell lysate (WCL) was evaluated by immunoblotting (IB). (C) A 
protein lysate from adult rat hearts was GST pulled down using GST alone or GST-fused hMURC (GST-
MURC) as bait. The presence of endogenous STIM1 in the whole heart protein lysate (WHL) and in the 
pulldown precipitates was evaluated by immunoblotting (IB). At least four independent protein lysate 
isolations were performed to evaluate the interaction between MURC and STIM1 by GST-pulldown (n ≥ 4). 
 
 As can be seen in Article 1 Figure 2B, STIM1 strongly interacted with GST-
HR1/DR2 and was also present in the GST-DR1/HR1 and GST-DR2/HR2 precipitates, but 
not in the GST-HR2/DR3 precipitate. These results suggest that HR1 and to some extent 
DR2 participate in the interaction with STIM1. We used the same approach to test a 
deletion variant of hMURC devoid of its HR1 domain (GST-ΔHR1; amino acids 1-26 and 
144-364; Article 1 Figure 2A) and showed that this domain is absolutely required to 
mediate the formation of a complex between the two proteins (Article 1 Figure 2C). 





GST and GST-ΔHR1 precipitates. To further support these observations, we overexpressed 
MURC and ΔHR1-MURC in NRVM for 48 h. The cells were lysed and were then 
incubated with GST-ERM. As can be seen in Article 1 Figure 2D, MURC was detected in 
the GST-ERM precipitate while ΔHR1-MURC did not interact with the recombinant 
protein. No significant binding was observed with GST alone or with proteins in the bGal-
infected NRVM lysate. These results suggest that the HR1 domain is key for the interaction 
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Article 1 Figure 2. The HR1 domain of MURC is required for its interaction with STIM1. (A) 
Schematics of the full-length human MURC protein (hMURC), GST-fused hMURC (GST-MURC), and the 
deletion variants (GST-DR1/HR1, GST-HR1/DR2, GST-DR2/HR2, GST-HR2/DR3, and GST-ΔHR1) of 
hMURC. (B) and (C) Protein lysates purified from adult rat hearts were GST pulled down with GST alone or 
with GST-MURC as bait. The presence of endogenous STIM1 in a whole heart protein lysate (WHL) and in 
the GST-pulldown precipitates was evaluated by immunoblotting (IB). (D) Forty-eight hours after infecting 
NVRM with control a βGal, MURC, or MURC-ΔHR1 adenovirus, the cells were lysed and MURC protein 
overexpression was evaluated by immunoblotting (IB) (left panel). Protein lysates were GST pulled down 
with GST alone or with GST-ERM as bait. The presence of MURC in the GST-pulldown precipitates was 
evaluated by immunoblotting (IB) (right panel). Four independent protein lysate isolations were performed to 
evaluate the interaction between MURC and STIM1 by GST-pulldown (n = 4). 
3.3 MURC overexpression potentiates SOCE in NRVM 
We next investigated the impact of MURC overexpression on the activation of SOCE 
in NRVM. Article 1 Figures 3A and 3B show the average Ca2+ transient during the Ca2+-
imaging protocol using NRVM overexpressing either bGal (black line in 3A) or MURC 
(blue line in 3B). To validate the presence of SOCE during these protocols, NRVM were 
incubated with nifedipine to prevent Ca2+ entry at the plasma membrane via L-type calcium 
channels. The NRVM were treated separately with two SOCE inhibitors: SKF-96365 
(yellow line in 3A and purple line in 3B) or 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) 
(orange line in 3A and pink line in 3B). To induce intracellular store depletion and SOCE 
activation, 10 mM caffeine and 2 µM TG were added to the perfusion buffer in the absence 
of extracellular Ca2+. Upon store depletion, there was no statistically significant difference 
in the Ca2+ transient between the bGal and MURC conditions (Article 1 Supplemental 
Figure 1A and 1B). Article 1 Figure 3C shows the average Ca2+ entry in NRVM when Ca2+ 
is re-introduced. In the control condition, we observed a small Ca2+ 15.7 ±  3.1 nM 
transient. Ca2+ entry was significantly reduced in this condition when cells were incubated 
with SKF-96365 (6.2 ± 3.1 nM) or with 2-APB (6.9 ± 2.8 nM). We observed a Ca2+ entry 
of 28.6 ± 6.8 nM in NRVM overexpressing MURC, which is a significant 1.8-fold increase 
compared to the control bGal condition. However, Ca2+ entry was significantly reduced 
when the cells were incubated with SKF-96365 (5.7 ± 2.7 nM) or 2-APB (5.1 ± 0.7 nM).  
 
Since the HR1 domain of MURC is required for its interaction with STIM1 in NRVM 
(Article 1 Figure 2), we next ascertained whether this domain is required to mediate the 
effect of MURC on SOCE in NRVM. Article 1 Figures 3D and 3E show the average Ca2+ 
transient and the average Ca2+ entry when Ca2+ is re-introduced in NRVM overexpressing 






Article 1 Figure 3. MURC requires its HR1 domain to increase SOCE-mediated Ca2+ entry in 
NRVM. (A) and (B) Traces showing average intracellular Ca2+ transients in NRVM 72 h after infection with 
a control βGal adenovirus (black line) or a MURC (blue line) adenovirus by Ca2+ imaging. The SOCE 
protocol was performed in the presence or absence of the non-specific SOCE inhibitors SKF-96365 (10 µM; 
SKF; green and purple lines) or 2-aminoethoxydiphenyl borate (50 µM; 2-APB; orange and pink lines). (C) 
The bar graph depicts the average Ca2+ entry upon the readdition of Ca2+ with the SOCE protocol in panels A 
and B. (D) The same Ca2+ imaging protocol was performed to compare the impact on the Ca2+ transient of 
overexpressing the MURC-ΔHR1 (ΔHR1) deletion mutant in NRVM compared to overexpressing control 
βGal or wild-type MURC. (E) The bar graph depicts the average Ca2+ entry upon Ca2+ readdition using the 
SOCE protocol in panel D. The values in the bar graph represent means ± standard deviations of Ca2+ entry 
from at least four independent cell isolations (n ≥ 4). (*P<0.05, **P<0.01 using an unpaired Student’s t-test). 
 
In response to TG-mediated store depletion, Ca2+ entry in NRVM overexpressing 
bGal (12.6 ± 2.6 nM) was significantly increased by the overexpression of MURC (28.1 ± 
10.0 nM), which is in agreement with the previous results. However, the Ca2+ entry 
measured in NRVM overexpressing ΔHR1-MURC (13.0 ± 2.5 nM) was similar to that of 
the bGal control. Taken together, these results indicate that there is a small SOCE in NRVM 
and that MURC overexpression relies on its HR1 domain to potentiate SOCE in these cells. 


































































































































Article 1 Supplemental Figure 1. MURC overexpression does not modulate Ca2+ release and 
reuptake from intracellular stores. (A) Trace showing the average intracellular Ca2+ transients in NRVM 72 
h after infection with a control βGal adenovirus (black line) or a MURC (blue line) adenovirus by Ca2+ 
imaging as depicted in Article 1 Figure 3A and 3B, respectively. (B) The bar graph depicts the average Ca2+ 
entry values from the SOCE protocol shown in panel A. (C) Non-linear mono-exponential regression fitting 
of Ca2+ recapture following intracellular store depletion and SOCE activation depicted in panel A, with their 
respective equation and R2 value. The values in the bar graph represent the means ± standard deviations of 
Ca2+ entry from at least four independent cell isolations (n ≥ 4). 
 
3.4 MURC overexpression in NRVM modulates the STIM1-Orai1 interaction in the resting 
condition 
It is possible that SOCE potentiation by MURC overexpression ensues from a 
change in the expression of STIM1 and Orai1 per se. To verify this possibility, we first 
assessed the endogenous expression levels of STIM1 and Orai1 in NRVM overexpressing 
bGal or MURC by immunoblotting. As can be seen in Article 1 Figures 4A and 4B, there 
was no apparent difference in relative STIM1 expression (0.91 ±  0.37) in NRVM 
overexpressing MURC compared to the control condition. Similar results were obtained 
with the relative expression of Orai1 (1.12 ±  0.48). The increase in SOCE in MURC 
overexpressing NRVM may also result from an enhanced interaction between Orai1 and 
STIM1. To test this possibility, we assessed the extent of STIM1-Orai1 complex formation 
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with a co-immunoprecipitation assay using HA-Orai1 as the target protein. The STIM1-
Orai1 interaction was evaluated in resting conditions or upon SOCE activation by adding 
caffeine and TG to induce intracellular Ca2+ store depletion. Article 1 Figure 4C shows an 
immunoblot of an immunoprecipitate of HA-Orai1. The presence of STIM1-FLAG 
revealed with using an anti-FLAG antibody. As expected, SOCE activation enhanced the 
interaction between STIM1 and Orai1 2.80 ± 1.38-fold compared to the control resting 
condition (Article 1 Figure 4D). Interestingly, MURC overexpression was also sufficient to 
increase STIM1-Orai1 complex formation in resting (1.78 ± 0.74-fold) and Ca2+ store-
depleted (2.44 ± 0.76-fold) conditions when compared to the control resting condition. 





































































































































Article 1 Figure 4. MURC potentiates the STIM1 interaction with Orai1 in NRVM. (A) Representative 
evaluation by immunoblotting (IB) of endogenous STIM1 and Orai1 expression levels in NRVM infected 
with a control βGal adenovirus or an MURC adenovirus. (B). The bar graph depicts the GAPDH-normalized 
protein expression of Orai1 and STIM1 in NRVM infected with a MURC (gray bar) adenovirus relative to 
NRVM infected with a control βGal (black bar) adenovirus. (C) Representative co-immunoprecipitation assay 
(coIP) from NRVM overexpressing HA-Orai1 and STIM1-FLAG in combination with βGal or MURC-
FLAG. The HA-Orai1 and STIM1-FLAG interaction, which was used as a positive control, was induced by 
SOCE activation by adding 10 mM caffeine (Caff) and 2 µM thapsigargin (TG) to the culture media for 10 
min. The presence of proteins in the coIP and protein lysates was evaluated by immunoblotting (IB). (D) 
Quantification of the HA-Orai1/STIM1-FLAG interaction by adjusting the FLAG coIP protein intensity to the 
HA-Orai1 IP protein intensity detected in panel C. The coIP/IP intensity ratios were then normalized to the 
unstimulated βGal condition. The values in the bar graphs represent the means ± standard deviations of at 
least three independent cell isolations (n ≥ 3). (*P<0.05, **P<0.01 using a one sample t-test). 
 
3.5 HR1 containing the R140W substitution enhances the effect of MURC on SOCE in 
NRVM 
 Rodriguez et al. [31] identified several point mutations in the gene encoding MURC 
that were related to dilated cardiomyopathy in humans. One of these mutations, the R140W 
missense variant, is found in the HR1 domain of MURC. We thus ascertained whether 
R140W-MURC also influences the interaction with STIM1 and regulates SOCE in NRVM. 
We used GST, GST-fused hMURC (GST-MURC), and GST-fused R140W-hMURC (GST-
R140W) as bait to pull down endogenously expressed STIM1 from whole heart protein 
lysates. As can be seen in Article 1 Figure 5A, STIM1 was detected in the GST-MURC and 
GST-R140W precipitates, but not in the GST control. To further support this observation, 
GST-pulldowns were performed using GST alone or GST-ERM as bait with protein lysates 
from NRVM overexpressing control bGal, wild-type MURC, or the R140W-MURC 
mutant. As can be seen in Article 1 Figure 5B, MURC and R140W-MURC were detected 
when GST-ERM was used as bait, but not when GST alone was used. These results show 
that the R140W mutation does not interfere with the ability of MURC to interact with 
endogenous cardiac STIM1 or its ERM domain. 
 We next investigated the influence of the R140W mutation on the activation of 
SOCE in NRVM. Article 1 Figures 5D and 5E show the average Ca2+ transient and the 
average Ca2+ entry in NRVM overexpressing either bGal (black line), wild-type MURC 
(blue line), or the R140W-MURC mutant (yellow line), respectively. Remarkably, R140W-
MURC overexpression in NRVM greatly increased SOCE (144.0 ± 53.2 nM) to levels that 
were 11.5- and 5.1-fold higher than the bGal and MURC conditions, respectively. To 
further investigate the effect of the R140W-MURC mutant on SOCE, we assessed the early 





software (Article 1 Figure 5F). The calculated early Ca2+ entry rates after Ca2+ readdition 
were 0.20 ± 0.01 nM/s, 0.69 ± 0.02 nM/s, and 10.1 ± 0.22 nM/s for bGal (black line), 
MURC (blue line), and R140W-MURC (yellow line), respectively. These results show that 
the R140W substitution in MURC potentiates its effect on both early and global SOCE-




































































































































Article 1 Figure 5. The R140W missense variant of MURC potentiates the effect on SOCE-mediated 
Ca2+ entry in NRVM. (A) Protein lysates purified from adult rat hearts were GST pulled down with GST 
alone, GST-fused with wild-type hMURC (GST-MURC), or MURC containing the R140W mutation (GST-
R140W). The interaction of endogenous STIM1 with the GST-MURC fusion protein and endogenous STIM1 
expression in a whole heart protein lysate (WHL) were evaluated by immunoblotting (IB). (B) Forty-eight 
hours after infection with a control βGal, MURC, or R140W adenovirus, the NVRM were lysed and the 
protein lysates were GST pulled down with GST alone or with GST-ERM as bait. The interaction of the 
MURC proteins with GST or GST-ERM was evaluated by immunoblotting (IB). (C) Forty-eight hours after 
the infection with a control βGal, MURC, or R140W adenovirus, NVRMs were lysed and MURC proteins 
overexpression was evaluated by immunoblotting (IB). (D) The same Ca2+ imaging protocol shown in Figure 
4 was performed to compare the impact of the overexpression of the R140W-MURC mutant (R140W) 
(yellow line) on the average Ca2+ transient compared to the impact of the overexpression of βGal (black line) 
and wild-type MURC (MURC) (blue line). (E) Average Ca2+ entry values from the SOCE protocol shown in 
panel D. (F) Linear regression fitting of early Ca2+ entry values after the Ca2+ readdition as depicted in panel 
D with their respective slopes. The linear equations obtained from the regression fitting were y = 0.2033x + 
87.3 for βGal, y = 0.6922x + 90.17 for MURC, and y = 10.1x + 81.01 for R140W. The values in the bar 
graphs represent the means ± standard deviations of Ca2+ entry from at least four independent cell isolations 
(n ≥ 4). (*P<0.05, **P<0.01 using an unpaired Student’s t-test). 
 
4. Discussion 
SOCE in cardiomyocytes has long been ignored because a large Ca2+ influx caused by 
cardiac EC coupling occurs with each heartbeat. Many reports have shown that STIM1, an 
endo/sarcoplasmic reticulum Ca2+ sensor involved in the activation of SOCE, is expressed 
in cardiomyocytes [7–9,32]. These studies have also shown that STIM1 is essential for the 
Ca2+-dependent development of cardiac hypertrophy. However, the exact role of STIM1 in 
cardiomyocytes is unknown. In the present study, we identified MURC/Cavin-4 as a new 
STIM1-interacting protein and showed that the overexpression of MURC in 
cardiomyocytes enhances SOCE. The MURC protein expression is restricted in cardiac and 
skeletal muscle tissues. It is localized in the plasma membrane and Z-line-associated 
protein and exhibits an overlapping distribution with caveolin-3 (Cav-3) [31,33–35]. The 
Cav-3 protein is essential for the formation of caveolae in cardiomyocytes [36–38]. 
Caveolae are important for the localization and functioning of cardiac ion channels. Cav-3 
allows these channels to integrate into specific signaling complexes in distinct cell surface 
locations. For example, GPCRs and G-proteins co-localize with Cav3 and regulate L-type 
Ca2+ channels in cardiomyocytes [37]. Furthermore, many studies have shown that the 
SOCE-involved channels Orai1 and TRPC localize in caveolae in different cell types [39–
43].  
 
The MURC protein shares two homology domains with two cavin family helical regions 





30]. Our results show that the ERM domain of STIM1 interacts with the HR1/DR2 domains 
of MURC. It was previously reported that the N-terminals of HR1 domains oligomerize 
into a trimeric coiled-coil structure [30]. The crystal structure of the HR1 domain of cavins 
has a conserved basic surface at the C-terminus, while the crystal structure of the SOAR 
domain of STIM1, which is part of the ERM domain, has a positively changed surface [44]. 
The SOAR domain also binds other proteins, including SPPL3 [44] and SARAF [19,45]. 
We thus believe that MURC may interact with STIM1 via the charged residues of the 
SOAR domain.  
 
Our results show that overexpressing MURC in cardiomyocytes significantly increases 
SOCE. When cardiomyocytes are stimulated, STIM oligomerizes into clusters and 
translocates close to the plasma membrane to interact with Orai and activate SOCE (Article 
1 Figure 4 and [46–49]). However, when MURC was overexpressed, the interaction 
between STIM1 and MURC was not enhanced by TG/caffeine-induced store depletion 
(data not shown). Rather, the overexpression of MURC in cardiomyocytes caused an 
increase in the interaction between STIM1 and Orai1 in the unstimulated condition, which 
was not regulated by TG/caffeine-induced store depletion. As such, when STIM1 and Orai1 
are precoupled, the initial rate of Ca2+ entry increases, which results in an increase in [Ca2]i. 
 
Rodriguez et al. [31] identified many single-nucleotide polymorphisms in the gene 
encoding MURC that are associated with dilated cardiomyopathy and hypertrophic 
cardiomyopathy. Ca2+ signaling defects have also been found in various forms of heart 
failure, including dilated cardiomyopathy [50–54]. One of the mutations in MURC, 
R140W, is located at the C-terminal end of the HR1 domain. Our results show that the 
overexpression of the R140W-MURC mutant enhances SOCE 11.47- and 5.12-fold 
compared to the bGal and MURC conditions, respectively. On the other hand, the R140W 
mutation does not enhance the capacity of MURC to activate RhoA [31]. The 
cardiomyopathy caused by the R140W-MURC mutant may thus be due to an increase in 
Ca2+ entry upon store depletion, which can result in a Ca2+ overload in cells and impair 
their function. In conclusion, since MURC is an important component of the caveola 





the endoplasmic reticulum and the plasma membrane, which in turn would allow more 
efficient coupling between STIM1 and Orai1.  
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4DISCUSSION ET CONCLUSION 
 
Validation de l’interaction entre STIM1 et MURC 
 
Lors de précédents travaux publiés au sein du laboratoire du Pr Boulay (Nguyen et 
al, 2013), nous avons mis en lumière un rôle cellulaire de la protéine STIM1 chez les 
cardiomyocytes dans un cadre physiologique. Ce rôle cellulaire de STIM1 l’implique dans 
la régulation du routage cellulaire du T-VDCC Cav3.1 par son interaction avec ce canal 
calcique. Nous avons ensuite émis l’hypothèse que STIM1 possède des partenaires 
d’interaction impliqués dans son transport cellulaire et que ces protéines régulent son 
activité dans les cardiomyocytes. Afin d’identifier de nouveaux partenaires d’interaction 
potentiels de STIM1 dans les cardiomyocytes, nous avons effectué des expériences de GST-
pulldowns couplées à la spectrométrie de masse. Lors de ces expérimentations, la protéine 
MURC est un candidat qui a attiré notre attention puisqu’elle participe à la formation des 
cavéoles et qu’elle est impliquée dans plusieurs voies de signalisations cellulaires (Ogata et 
al, 2008, 2014).  
 
Dans le cœur, l’expression de MURC se retrouve majoritairement dans les 
cardiomyocytes (Ogata et al, 2008). Nous avons émis l’hypothèse que STIM1 pouvait 
interagir avec MURC dans les cardiomyocytes. Nos résultats montrent que le domaine 
ERM de STIM1 est suffisant pour interagir avec MURC lorsqu’il est surexprimé dans les 
NRVM (Article 1 Figures 1B, 2D et 5B). Nos résultats n’excluent pas la possibilité que la 
forme endogène de MURC puisse interagir avec le domaine ERM de STIM1. Nous n’avons 
pas été capables de détecter avec confiance l’expression endogène de MURC par 
immunobuvardage même si l’ARNm de cette protéine est bien exprimé dans les NRVM 
(Ogata et al, 2008). De plus, nos résultats indiquent que MURC peut interagir de manière 
spécifique avec le domaine ERM de STIM1 dans les NRVM puisque l’intensité de la 
détection de MURC dans le précipitat GST-ERM comparée à celle du précipitat GST est 
beaucoup plus importante. 
 
Nos résultats montrent que MURC possède la capacité à interagir avec la forme 





de MURC dans le cœur se retrouve majoritairement dans les cardiomyocytes, l’interaction 
entre MURC et STIM1 s’effectue vraisemblablement dans ce type cellulaire. De plus, la 
détection de trois bandes majoritaires a été observée pour la protéine de fusion GST-
MURC. Le poids théorique de GST-MURC est de 68 kDa ce qui correspond à la bande 
détectée qui a le plus haut poids moléculaire. Les deux autres bandes correspondent 
probablement à des formes de GST-MURC qui n’ont pas été traduits complètement. Il est 
possible qu’un mauvais repliement de ceux-ci ait provoqué la terminaison de leur 
traduction. Puisque les ribosomes des bactéries qui ont été employées pour produire les 
protéines de fusion GST ont la capacité de reconnaître les codons eucaryotes, la 
terminaison de la traduction induite par l’absence d’une reconnaissance de codons 
eucaryotes est improbable. Nos résultats suggèrent que ce sont des codons situés dans la 
portion C-terminale de MURC qui n’ont pas été traduits étant donné que la protéine GST se 
situe dans la portion N-terminale de la protéine GST-MURC et que la protéine GST a été 
détectée dans les immunobuvardages. Ces observations suggèrent que la portion N-
terminale de MURC puisse être suffisante pour interagir avec STIM1 dans les 
cardiomyocytes. Cependant, il est possible que des composantes et des résidus de la portion 
C-terminale de MURC participent à l’interaction entre MURC et STIM1. 
 
Nos résultats ne nous permettent pas de valider que l’interaction entre MURC et 
STIM1 est directe. Nous pourrions effectuer des GST-pulldowns avec les protéines 
purifiées afin de clarifier cette information. Il est possible que cette interaction soit indirecte 
et nécessite la présence de protéines d’échafaudage. Parmi les protéines candidates, les 
autres composantes des cavéoles pourraient assurer ce rôle puisque plusieurs protéines 
associées à la signalisation calcique y sont localisées (Pani et Singh, 2009). La protéine 
Cav1 pourrait favoriser cette interaction puisqu’elle est un partenaire d’interaction de 
STIM1 et qu’elle est requise pour la formation des cavéoles (Hansen et Nichols, 2010; Pani 
et al, 2009). Les protéines Cav3 et SDPR/cavin2 pourraient assurer ce rôle puisqu’elles 
sont exprimées dans les cardiomyocytes et interagissent avec MURC (Faggi et al, 2015; 
Naito et al, 2015; Ogata et al, 2008). Par des essais de perte de fonctions comme la 
surexpression de shRNA, nous pourrions vérifier si les protéines Cav1, Cav3 et SDPR 






De plus, ces résultats démontrent que les protéines STIM1 et MURC peuvent 
interagir in vitro, mais ne garantissent pas qu’elles sont des partenaires in cellulo et in vivo. 
Afin de valider davantage cette interaction au point de vue cellulaire, il serait intéressant 
d’effectuer des expériences de coimmunoprécipitations, d’immunofluorescences et des 
essais de proximité du type APEX  couplés à la spectrométrie de masse (Hung et al, 2016). 
Bien que des essais de proximité du type APEX ont été accomplis avec STIM1, ceux-ci ont 
été effectués dans une lignée cellulaire embryonnaire rénale (HEK) où les cavéoles sont 
peu abondantes (Jing et al, 2015). Il serait intéressant d’accomplir ces expérimentations 
chez des cardiomyocytes où l’on pourrait évaluer le dynamisme moléculaire de 
l’interaction entre MURC et STIM1 dans des conditions basales et dans des conditions où 
le SOCE est activé. 
 
En somme, ces résultats démontrent une première évidence que la protéine STIM1 
peut interagir avec les composantes des cavéoles dans les cardiomyocytes. De plus, 
l’interaction entre la région N-terminale de MURC et le domaine ERM de STIM1 dans le 
cœur et les cardiomyocytes met en lumière le rôle potentiel de MURC et des cavéoles dans 
la régulation du SOCE, un mécanisme dans lequel STIM1 est le régulateur principal. 
 
Domaines d’interaction entre STIM1 et MURC 
 
Nous avons cherché à identifier les domaines de MURC impliqués dans son 
interaction avec STIM1 afin de cibler les mécanismes moléculaires potentiels par lesquels 
MURC modulerait l’activité de STIM1. Nous avons identifié que le domaine ERM de 
STIM1 était suffisant pour médier son interaction avec MURC (Article 1 Figures 1B, 2D et 
5B). Il serait intéressant d’identifier les sous-domaines et les résidus de ce domaine 
impliqués dans cette interaction. De cette manière, l’élucidation de mécanismes 
moléculaires par lesquels MURC régulerait l’activité de STIM1 basés sur les sous-
domaines et les résidus nécessaires à leur interaction pourrait être accomplie. Des essais de 
liaison impliquant MURC avec les protéines STIM1L et STIM2 pourraient être effectués 
afin de cibler ces domaines et résidus. D’une part, nous pourrions vérifier si MURC 
interagit avec les autres membres de la famille de protéines STIM. D’autre part, nous 





entre la protéine MURC et STIM1. Ces observations permettraient d’identifier des acides 
aminés conservés entre les membres de la famille des STIM possiblement impliqués dans 
leur interaction avec MURC. 
 
Nos résultats montrent que les domaines DR1/HR1, HR1/DR2 et DR2/HR2 de 
MURC, lorsque ceux-ci sont exprimés de manière séparée, sont suffisants pour interagir 
avec STIM1 par GST-Pulldown (Article 1 Figure 2B). L’absence d’interaction entre les 
domaines HR2/DR3 de MURC et STIM1 indique que le domaine DR3 n’est probablement 
pas impliqué dans cette interaction. De plus, ces observations viennent appuyer l’hypothèse 
que la portion N-terminale de MURC est suffisante pour assurer son interaction avec 
STIM1 puisque le domaine DR3 de MURC ne semble pas requis. Puisqu’ils ont la capacité 
d’interagir avec la protéine STIM1 lorsque ceux-ci sont exprimés avec l’un de leur domaine 
adjacent, les domaines HR1 et DR2 de MURC sont possiblement les domaines principaux 
impliqués dans l’interaction de cette protéine avec STIM1. On ne peut pas exclure 
l’importance des domaines DR1 et HR2 de MURC dans cette interaction puisque STIM1 a 
été détecté dans les précipitats des protéines de fusion GST contenant ces domaines. 
Cependant, nos résultats ne permettent pas d’identifier un domaine précis de la protéine 
MURC qui est nécessaire dans son interaction avec la protéine STIM1. De plus, le 
repliement des protéines de fusion GST-MURC peut être différent de celui de la protéine 
complète lorsqu’une forme partielle est exprimée ce qui influencerait leur capacité à 
interagir avec la forme endogène de STIM1. Il est possible que plusieurs sites d’interaction 
entre ces deux protéines existent afin de stabiliser la liaison entre MURC et STIM1 ce qui 
expliquerait pourquoi plusieurs domaines de MURC ont été capables d’interagir avec 
STIM1. 
 
Parmi les domaines de MURC pouvant interagir avec STIM1, nous nous sommes 
concentrés sur le domaine HR1 puisqu’il est important pour sa trimérisation, sa localisation 
cellulaire et son interaction avec les phospholipides membranaires (Kovtun et al, 2014; 
Naito et al, 2015). De plus, aucune fonction précise n’a été définie pour les domaines DR1 
et DR2. Il a été suggéré que le domaine HR2 des cavins puisse interagir avec les 
phospholipides de la membrane plasmique de manière coopérative suivant l’interaction du 





domaine HR1 de MURC est important pour que cette protéine puisse interagir avec STIM1. 
Nos résultats démontrent une perte d’interaction entre MURC et STIM1 lorsque le domaine 
HR1 de MURC a été tronqué de cette protéine (Article 1 Figures 2C et 2D). Il est possible 
que des résidus compris dans les domaines DR1 et DR2 situés à proximité du domaine HR1 
contribuent à stabiliser la conformation en hélice a de HR1 et que ces résidus à eux seuls 
ne peuvent pas assurer l’interaction entre MURC et STIM1. De plus, la fusion des 
domaines DR1 et DR2 chez les protéines GST-ΔHR1 et MURC-ΔHR1 peut imposer une 
structure alternative à ces domaines. En effet, ces deux domaines ont des caractéristiques 
acides ce peut qui influencer directement la capacité de ces mutants de troncation à 
interagir avec STIM1. Ensemble, ces résultats indiquent que le domaine HR1 de MURC est 
la région protéique principalement impliquée dans l’interaction avec STIM1 et que les 
domaines DR1, DR2 et HR2 sont possiblement des sites d’interaction secondaires qui 
permettent de stabiliser la liaison entre les deux protéines. 
 
Il serait intéressant de générer une protéine qui possède uniquement le domaine 
HR1 de MURC afin d’évaluer si celui-ci est suffisant pour interagir avec la protéine 
STIM1. Il serait ensuite pertinent de déterminer le motif d'interaction minimal par des 
essais de liaison en employant d'autres mutants de troncation et des substitutions d'acides 
aminés par des alanines. L’absence des domaines DR1, DR2 et HR2 dans ces 
expérimentations permettrait également de clarifier leur rôle et leur nécessité dans 
l’interaction entre MURC et STIM1. 
 
Potentialisation du SOCE dans les NRVMs médiée par la surexpression de MURC 
 
Après avoir validé l’interaction entre MURC et STIM1 in vitro, nous avons émis 
l’hypothèse que MURC pouvait réguler l’activité de STIM1. Étant donné que STIM1 est la 
pierre angulaire de la régulation du SOCE dans plusieurs types cellulaires, nous avons 
cherché à déterminer l’impact de MURC sur la régulation du SOCE dans les NRVM par 
une approche de gain de fonction. Dans un premier temps, nous avons validé la présence de 
SOCE dans notre modèle cellulaire en réduisant de manière importante ce type d’entrée 
calcique par l’utilisation de deux inhibiteurs non sélectifs du SOCE, le 2-APB et le SKF-





littérature (Luo et al, 2012; Uehara et al, 2002). De plus, l’augmentation de l’interaction 
entre Orai1 et STIM1 suite à l’activation du SOCE par la TG et la caféine (Article Figures 
4C et 4D) comparativement aux conditions non stimulées supporte que la machinerie 
SOCE est fonctionnelle dans notre cadre expérimental. Nous avons ensuite démontré que la 
surexpression de MURC potentialise le SOCE dans les cardiomyocytes puisqu’elle est 
grandement réduite en présence des inhibiteurs 2-APB et SKF-96365 (Article 1 Figures 3B, 
3C, 3D, 5D et 5E). De plus, l’entrée calcique observée lorsque MURC est surexprimée est 
plus rapide que la condition contrôle (Article 1 Figure 5F). Cette augmentation de la vitesse 
d’entrée calcique est associée à une augmentation de la probabilité d’ouverture des canaux 
ioniques impliqués dans le SOCE (Sharma et al, 2013). Ces résultats suggèrent que les 
composantes impliquées dans l’activation du SOCE sont à proximité les unes des autres en 
condition basale lorsque MURC est surexprimée. De cette manière, l’activation du SOCE 
est plus efficace suivant une vidange de Ca2+ du RS. Cette affirmation est supportée par 
l’augmentation de l’interaction entre STIM1 et Orai1 en condition basale lorsque MURC 
est surexprimé (Article Figures 4C et 4D). Afin de vérifier si la surexpression de MURC 
augmente réellement la probabilité d’ouverture des canaux ioniques impliqués dans le 
SOCE, il serait intéressant d’effectuer des essais d’électrophysiologie pour évaluer l’impact 
de la protéine MURC sur les courants ICRAC et ISOC. Toutefois, la surexpression de MURC 
n’influence pas l’augmentation de l’interaction entre Orai1 et STIM1 suivant l’activation 
du SOCE par la TG et la caféine. De plus, la surexpression de MURC dans les NRVM en 
absence de relâche de Ca2+ lors d’expériences d’imagerie calcique n’a pas provoqué une 
entrée calcique lors de la réintroduction de Ca2+ en fin de protocole (résultats non 
divulgués). Ces résultats suggèrent que MURC régule le transport cellulaire de la protéine 
STIM1 en l’amenant à proximité des canaux calciques impliqués dans le SOCE sans 
toutefois l’activer. 
 
Les inhibiteurs du SOCE employés lors de ces expérimentations d’imagerie 
calcique sont non sélectifs au SOCE ayant des cibles communes tels les canaux SOC 
(Bootman et al, 2002; Merritt et al, 1990). Aux concentrations employées dans les 
protocoles d’imagerie calcique, le 2-APB a été décrit comme étant un activateur du canal 





grandement diminuée en présence de 2-APB, ces résultats indiquent que l’entrée calcique 
de type SOCE n’est pas médiée par l’activation du canal Orai3 seul. 
 
Un des mécanismes par lequel MURC pourrait potentialiser le SOCE est l’altération 
du contenu en Ca2+ dans le RS. Une diminution de la concentration du Ca2+ dans le RS 
associée à la surexpression de MURC favoriserait l’activation du SOCE. Cependant, l’effet 
de la surexpression de MURC sur le SOCE n’est pas dû à une modification de la 
concentration du Ca2+ dans le RS, car la relâche de Ca2+ observée lors des protocoles 
d’imagerie calcique n’était pas statistiquement différente entre les conditions 
expérimentales (Article 1 Figure supplémentaire 1). Ces résultats indiquent que la 
surexpression de MURC n’est pas impliquée dans la régulation de l’activité des RyR et de 
la pompe SERCA qui sont les principales protéines régulant le contenu en Ca2+ du RS. De 
plus, il a été démontré que l’expression de STIM1 est impliquée dans la régulation de la 
concentration du Ca2+ au niveau du RS en condition physiologique dans les cardiomyocytes 
(Nguyen et al, 2013). Or, la surexpression de MURC n’influence pas l’expression protéique 
de STIM1 et d’Orai1 dans les cardiomyocytes (Article 1 Figures 4A et 4B). Ces 
observations supportent que l’impact de MURC dans la régulation du SOCE n’est pas 
associé à une modulation de la concentration Ca2+ dans le RS. 
 
Nous avons identifié MURC comme un partenaire d’interaction cellulaire de la 
protéine STIM1 dans le cœur et les cardiomyocytes (Article 1 Figures 1, 2 et 5) et que son 
domaine HR1 est important pour assurer cette interaction (Article 1 Figure 2). Dans ce 
sens, nous avons émis l’hypothèse que l’interaction entre les protéines MURC et STIM1 est 
importante dans la potentialisation du SOCE observée chez les NRVM surexprimant 
MURC. Nos résultats ne montrent aucune potentialisation du SOCE avec la surexpression 
de MURC-ΔHR1 comparativement à la condition contrôle (Article Figures 3D et 3E). Ces 
résultats indiquent que la régulation du SOCE par la protéine MURC nécessite son 
interaction avec STIM1 et que son HR1 est important pour assurer cette potentialisation.  
 
Cependant, nous n’avons pas validé que le mutant MURC-ΔHR1 était fonctionnel. 
Afin de vérifier cet aspect, nous pourrions évaluer l’effet de sa surexpression sur 





protéine (Ogata et al, 2008; Rodriguez et al, 2011). Une certaine limitation associée à cette 
expérimentation est à prévoir. Dans l’éventualité que la surexpression du mutant MURC-
ΔHR1 n’influence pas l’activité de RhoA, ce constat ne justifierait pas la non-fonctionnalité 
de cette protéine puisque le domaine HR1 est possiblement impliqué dans l’activation 
RhoA. À ce jour, aucune étude n’a identifié les domaines de MURC impliqués dans 
l’activation de RhoA. Une seconde manière d’évaluer la fonctionnalité du mutant MURC-
ΔHR1 serait par l’évaluation son effet sur l’hypertrophie des cardiomyocytes puisque 
MURC a été associé au développement d’hypertrophie cardiaque pathologique (Bernardo et 
al, 2015; Ogata et al, 2014). En évaluant la surface cellulaire des cardiomyocytes par 
immunofluorescence suivant la surexpression de MURC-ΔHR1, nous pourrions déterminer 
si MURC-ΔHR1 est fonctionnel. De plus, le domaine HR1 de MURC est impliqué dans 
l’effet hypertrophique de cette protéine (Naito et al, 2015). La surexpression d’un mutant 
de troncation de la protéine MURC ne possédant plus une partie de son domaine HR1 
potentialise son effet hypertrophique dans les cardiomyocytes. On pourrait donc s’attendre 
à observer une augmentation de l’hypertrophie induite par la surexpression de MURC chez 
des cardiomyocytes surexprimant le mutant MURC-ΔHR1 si celui-ci est fonctionnel. 
Cependant, les mêmes limitations associées avec l’activation de RhoA s’appliquent pour 
l’hypertrophie des cardiomyocytes. Mis à part le domaine HR1, aucune autre information 
sur les domaines de MURC n’a été associée à ses effets hypertrophiques.  
 
Il serait également intéressant d’évaluer si la surexpression du domaine HR1 seul 
(MURC-HR1) serait suffisante pour potentialiser le SOCE. Ce type d’expérimentations 
permettrait de valider l’importance du domaine HR1 de MURC dans la régulation du 
SOCE et dans son interaction avec STIM1. Dans l’éventualité que MURC-HR1 interagisse 
avec STIM1 mais que sa surexpression ne potentialise pas le SOCE, cette protéine pourrait 
être utilisée comme une protéine dominante négative permettant de limiter l’effet de 
MURC sur le SOCE. De plus, le domaine HR1 est celui ayant la plus haute similarité en 
acides aminés parmi les membres de la famille des cavins (Kovtun et al, 2014). 
L’évaluation de l’impact du domaine HR1 de MURC sur le SOCE fournirait de 
l’information additionnelle sur le rôle potentiel des autres cavins dans la régulation du 
SOCE. Il serait intéressant d’évaluer dans des études futures si les autres membres de la 





 Tel que mentionné précédemment, il existe des SNP menant à des substitutions de 
résidus dans la séquence en acides aminés de MURC qui l’implique dans le développement 
de cardiomyopathies. (Rodriguez et al, 2011). Parmi ces SNP, deux se retrouvent à 
l’intérieur du domaine HR1 de MURC : les mutations N128K et R140W (Figure 5). Le rôle 
fonctionnel de ces mutants dans la régulation du SOCE et de l’homéostasie calcique n’a 
jamais été étudié. Nous avons émis l’hypothèse que ces mutations influencent la capacité à 
MURC à réguler le SOCE dans les NRVM. Nos résultats montrent que le mutant R140W 
est capable d’interagir de manière comparable à la forme sauvage de MURC avec STIM1 et 
son domaine ERM (Article 1 Figures 5A et 5B). Nos résultats montrent que la 
surexpression du mutant R140W exacerbe l’effet potentialisateur de MURC sur l’entrée 
calcique de type SOCE (Article 1 Figures 5D et 5E). De plus, la vitesse de l’entrée calcique 
observée chez les NRVM surexprimant MURC-R140W était beaucoup plus grande que 
celles observées dans les autres conditions expérimentales (article figure 5F). Ensemble, 
ces résultats montrent que la substitution R140W chez MURC exacerbe ses effets sur le 
SOCE et fournissent les premières évidences d’un mécanisme par lequel cette mutation 
pourrait contribuer au développement de CMD. De plus, l’exacerbation des effets de 
MURC par le mutant R140W suggère que cette mutation pourrait favoriser une 
conformation différente de la protéine STIM1 lorsqu’elle interagit avec MURC. La 
modification de la conformation de STIM1 pourrait faciliter son activation et celle d’Orai1. 
À titre de protéine d’échafaudage, le mutant R140W de MURC pourrait influencer la 
capacité des régulateurs du SOCE à interagir avec les composantes du SOCE. L’arginine en 
position 140 est possiblement impliquée dans la trimérisation de MURC puisqu’elle fait 
partie du domaine HR1. Normalement, MURC est connu pour former des homotrimères 
(Kovtun et al, 2014). Cependant, une interaction entre MURC et SDPR/cavin2 a été décrite 
(Naito et al, 2015). L’impact de la mutation R140W sur la trimérisation de MURC n’a pas 
été examiné dans le cadre de mon projet. Il serait intéressant d’évaluer si ce SNP influence 
la capacité de MURC à former des hétérotrimères avec SDPR. Une modification de la 
multimérisation de MURC pourrait influencer la capacité de celle-ci à interagir avec des 
protéines régulatrices du SOCE. L’évaluation de l’influence de la mutation R140W sur la 
multimérisation de MURC permettrait de clarifier le mécanisme par lequel cette mutation 






 En somme, la surexpression de MURC dans les NRVM potentialise le SOCE. Cette 
régulation du SOCE par la surexpression de MURC implique l’interaction de cette protéine 
avec STIM1. Également, nous avons identifié un premier mécanisme probable par lequel le 
SNP R140W de MURC contribue au développement de CMD chez l’humain en exacerbant 
les effets de MURC sur le SOCE. 
 
Modulateurs positifs du SOCE 
 
 Malgré l’identification de l’implication de MURC dans la régulation de 
l’homéostasie calcique des cardiomyocytes, le mécanisme par lequel cette protéine 
potentialise le SOCE est encore inconnu. Une des hypothèses que nous avons émise est que 
MURC puisse servir de protéine d’échafaudage permettant de recruter ou de limiter 
l’interaction entre STIM1 et des modulateurs connus du SOCE. La prochaine section 
discutera des modulateurs positifs possiblement impliqués dans la régulation du SOCE par 
MURC. 
 
Le CIF et la iPLA2 
 
 Suivant la relâche de Ca2+ des réservoirs intracellulaires, plusieurs facteurs et 
protéines sont activés afin de promouvoir l’activation du SOCE. C’est le cas du Ca2+ influx 
factor (CIF) et de la Ca2+-independant phospholipase A2 (iPLA2). La iPLA2 est une protéine 
localisée à la membrane plasmique activatrice des canaux SOC par un mécanisme qui est 
encore inconnu à ce jour (Bolotina et Csutora, 2005; Smani et al, 2004). Or, son activité est 
régulée de manière négative par la CaM lorsque ces deux protéines interagissent. Le CIF 
est une molécule biologiquement active dont sa provenance cellulaire est toujours inconnue 
qui est produit dans le cytoplasme et interagit avec la CaM. Cette interaction prévient la 
régulation négative de la iPLA2 par la CaM. De cette manière, la iPLA2 active de manière 
plus prononcée les canaux SOC et une entrée de Ca2+ plus efficace est observée. De plus, il 
a été décrit que l’initiation des mécanismes de production de la CIF requiert la protéine 
STIM1 (Csutora et al, 2008). D’une part, il est possible que MURC régule la production de 
CIF de manière positive en interagissant avec STIM1 ce qui contribuerait à potentialiser le 





iPLA2 aux cavéoles où la protéine STIM1 et les canaux SOC sont présents ce qui 




 La protéine CRAC regulator 2A (CRACR2A) a été récemment identifiée comme un 
régulateur positif du SOCE chez les lymphocytes T et les cellules endothéliales (Srikanth et 
al, 2010; Wilson et al, 2015). Cette protéine possède un domaine EF-hand liant le Ca2+ et 
elle interagit avec Orai1 et STIM1. De plus, Srikanth et al ont identifié que les domaines 
CC de STIM1 sont suffisants pour observer une interaction avec CRACR2A. Or, les 
domaines CC de STIM1 se retrouvent au sein du domaine ERM. Nous avons déterminé que 
ce domaine est suffisant pour observer une interaction avec MURC (Article 1 Figures 1, 2 
et 5). Dans ce sens, il est possible que MURC favorise le recrutement et la stabilisation des 
interactions entre STIM1, Orai1 et CRACR2A ce qui permettrait une activation du SOCE 
plus efficace et une entrée de Ca2+ plus rapide. De plus, l’expression de CRACR2A n’a été 




 Chez les cardiomyocytes, l’implication du SOCE dans la régulation de la génération 
de ROS a été mise en lumière récemment (Kitajima et al, 2016). Or, le canal TRPC3 est un 
partenaire d’interaction de la NADPH oxydase 2 (NOX2) permettant de prévenir la 
dégradation de la NOX2 par le protéasome. De plus, la NOX2 est un régulateur positif de 
l’activité de TRPC3 lors de cette interaction. Suivant l’entrée de Ca2+ effectuée par le canal 
TRPC3, la génération de ROS est favorisée. Or, il a été démontré que TRPC3 se localise 
avec Cav3 à la membrane plasmique des cardiomyocytes. Étant donné que MURC est un 
partenaire d’interaction connu de Cav3 (Naito et al, 2015), il est possible qu’un complexe 
protéique formé de NOX2, Cav3, MURC, STIM1 et TRPC3 s’organise à la membrane 
plasmique suivant l’activation du SOCE ce qui permettrait une entrée calcique plus efficace 








 Les protéines de la famille des septins assurent plusieurs rôles cellulaires permettant 
une activation efficace du SOCE dans plusieurs types cellulaires (Sharma et al, 2013). 
Parmi ces rôles, les septins facilitent la localisation de STIM1 à proximité de la membrane 
plasmique et la formation de microdomaines riches en phosphoinositides à la membrane 
plasmique. Il a été démontré par la répression de l’expression des septins avec l’utilisation 
de siRNA que ceux-ci modulent le SOCE de manière positive. Ce qui est intéressant, c’est 
que les cavéoles sont une sous-classe de radeaux lipidiques riches en phosphoinositides et 
le domaine HR1 de MURC interagit avec ce type de phospholipides à la membrane 
plasmique (Kovtun et al, 2014). En interagissant avec STIM1, MURC favoriserait le 
recrutement des septins à la membrane plasmique lors de l’activation du SOCE. Dans ce 
contexte, un complexe comprenant les protéines MURC, STIM1 et les septins permettant 
une activation du SOCE plus efficace pourrait se former. 
 
La protéine SGK1 
 
 Récemment, le groupe de Sabourin et al. a mis en lumière la régulation du SOCE 
par la signalisation de l’aldostérone et des glucocorticoïdes dans les cardiomyocytes 
(Sabourin et al, 2016). Dans les mécanismes de régulation identifiés par les auteurs, la 
sérine-thréonine kinase serum- and glucocorticoid kinase 1 (SGK1) y joue un rôle central. 
En effet, une stimulation à l’aldostérone potentialise le SOCE dans les NRVM et ces effets 
ont été corrélés avec une augmentation de l’expression de la SGK1. De plus, la répression 
de l’expression de la SGK1 et l’utilisation d’un inhibiteur de la SGK1, le GSK650394, 
abolissent la potentialisation du SOCE induite par l’aldostérone. Suite à ces observations, la 
SGK1 a été identifiée comme un régulateur positif du SOCE. Puisque MURC régule 
l’activité des sérine-thréonine kinases ERK1/2 et JNK dans les cardiomyocytes (Ogata et 
al, 2014; Shyu et al, 2014), il serait intéressant d’évaluer si MURC interagit et régule 
l’activité de la SGK1. De plus, l’utilisation du GSK650394 lors d’essais d’imagerie 
calcique permettrait d’évaluer si SGK1 participe à la potentialisation du SOCE associée à la 
surexpression de MURC dans les NRVM. Il est possible que MURC favorise la 






Les pompes SPCA 
 
 Bien que le rôle principal des secretory pathway Ca2+-ATPase (SPCA) soit associé 
au triage et aux modifications post-traductionnelles de protéines situées dans l’appareil de 
Golgi, un rôle secondaire des SPCA qui est indépendant de leur activité ATPase a été décrit 
(Feng et al, 2010; Smaardijk et al, 2018). En effet, les SPCA peuvent interagir et favoriser 
l’activation de canal calcique Orai1. Étant donné qu’Orai1 est le principal canal calcique 
impliqué dans le SOCE, MURC pourrait favoriser le recrutement des SPCA à la membrane 
plasmique lors de l’activation du SOCE. À titre de protéine d’échafaudage, MURC pourrait 
induire la formation de complexes cavéolaires favorisant l’activation de Orai1 en recrutant 
les protéines STIM1 et SPCA. Cependant, le rôle de cette famille de protéines reste à être 
clarifié dans le cœur et les cardiomyocytes. 
 
La protéine STIMATE 
 
 La STIM-activating enhancer (STIMATE) est une protéine qui interagit avec 
STIM1 et qui se retrouve à la jonction cellulaire où les composantes de la membrane 
plasmique et du réticulum endoplasmique sont à proximité (Jing et al, 2015). STIMATE 
favorise la relocalisation de la protéine STIM1 à proximité de la membrane plasmique en 
réprimant l’auto-inhibition de la portion C-terminale de cette protéine. En condition basale, 
une interaction intramoléculaire entre les domaines CC1 et SOAR de STIM1 maintient la 
portion C-terminale de cette protéine dans un état replié inactif. Or, STIMATE interagit 
avec le domaine CC1 de STIM1 ce qui inhibe son interaction avec le domaine SOAR et 
active STIM1. De cette manière, STIMATE favorise la relocalisation de STIM1 à 
proximité de la membrane plasmique. Les domaines CC1 et SOAR se retrouvent au sein du 
domaine ERM de STIM1, domaine par lequel STIM1 interagit avec MURC dans les 
cardiomyocytes (Article 1 Figures 1, 2 et 5). La surexpression de STIMATE augmente la 
colocalisation de STIM1 et de Orai1 à la membrane plasmique suggérant que STIMATE 
favorise leur interaction de façon semblable à ce qui a été observé avec la surexpression de 
MURC (Article 1 Figures 4C et 4D). Il est possible que MURC favorise l’interaction entre 








 L’interaction entre la protéine Cav1 et le canal calcique TRPC1 a été décrite à 
plusieurs reprises dans la littérature (Brazer et al, 2003; Kwiatek et al, 2006; Lockwich et 
al, 2000). La protéine Cav1 module l’activité du TRPC1 de manière positive en liant la 
région C-terminale intracellulaire de ce canal. Puisque la protéine MURC est un partenaire 
d’interaction avec la Cav3 dans les cardiomyocytes (Naito et al, 2015), il est probable que 
cette cavin puisse également interagir avec Cav1. Une plateforme de signalisation calcique 
pourrait être formée comprenant les protéines Cav1, TRPC1, MURC et STIM1. De cette 
manière, la protéine MURC favoriserait la localisation de STIM1 aux cavéoles formées par 
Cav1 et faciliterait l’activation de TRPC1.  
 
Modulateurs négatifs du SOCE 
 
La régulation de l’activité des protéines modulant de manière négative le SOCE est 
un mécanisme potentiel par lequel la protéine MURC favoriserait une entrée de Ca2+ plus 
efficace. À ce titre, MURC pourrait inhiber ou limiter les effets des modulateurs négatifs 
sur le SOCE. La prochaine section discute de plusieurs modulateurs négatifs du SOCE et 
des mécanismes potentiels par lesquels MURC limiterait leurs effets permettant la 




 La CaM est une protéine cytosolique dont l’activité est dépendante du Ca2+. 
Plusieurs articles ont mis en évidence son implication dans les mécanismes d’inactivation 
du SOCE (Litjens et al, 2007). La CaM interagit avec plusieurs protéines impliquées dans 
le SOCE dont Orai1, Orai3, STIM1 et STIM2 (Bauer et al, 2008; Bergsmann et al, 2011; 
Frischauf et al, 2011; Li et al, 2017; Liu et al, 2012; Parvez et al, 2008).  
 
En liant la portion N-terminale des canaux Orai de manière compétitive, la CaM 
prévient l’interaction de STIM1 et ces canaux. La protéine STIM1 ne peut plus maintenir 





diminue l’entrée de Ca2+ qui en découle (Mullins et al, 2009). La CaM interagit également 
avec le domaine SOAR de STIM1 ce qui empêche celle-ci de lier et d’activer Orai1. De 
plus, la CaM est impliquée dans la dé-oligomérisation de STIM1 dans sa forme 
monomérique inactive. Sous cette conformation, STIM1 n’interagit plus avec Orai1 ce qui 
mène à l’inactivation du SOCE (Li et al, 2017). Toutefois, l’implication d’une régulation 
négative du SOCE par CaM chez les cardiomyocytes reste à être démontrée. 
 
 Nos résultats montrent que MURC interagit avec le domaine ERM de STIM1 et 
potentialise le SOCE dans les NRVM (Article 1 Figures 1, 2, 3 et 5). Puisque le domaine 
SOAR est compris dans le domaine ERM de STIM1, il serait intéressant d’évaluer l’impact 
de MURC sur la capacité de la CaM à interagir avec STIM1. La surexpression de MURC 
pourrait entrer en compétition avec la CaM pour interagir avec STIM1. Par la loi d’action 
de masse, l’interaction entre MURC et STIM1 serait favorisée ce qui empêcherait la 
régulation négative de STIM1 par la CaM. L’interférence potentielle de MURC dans 
l’interaction entre STIM1 et la CaM pourrait être testée par des coimmunoprécipitations et 
par de l’imagerie de type FRET dont les bases expérimentales ont été employées pour 
identifier le rôle négatif de la CaM dans l’interaction entre STIM1 et Orai1 (Li et al, 2017).  
 
 Afin d’évaluer si la CaM est impliquée dans la potentialisation du SOCE observée 
lorsque MURC est surexprimé, des expériences d’imagerie calcique utilisant des inhibiteurs 
de la CaM pourraient être effectuées (Hidaka et al, 1981; Torok et al, 1998). De cette 
manière, on pourrait évaluer si la capacité de la CaM à inhiber les différentes composantes 
du SOCE est altérée par la surexpression de MURC dans les NRVM. 
 
La protéine Golli 
 
 Les isoformes de la protéine Golli sont exprimées suivant un épissage alternatif du 
gène codant pour les myelin basic proteins (MBP) et sont présentes dans le cœur 
(Campagnoni et al, 1993). Plusieurs études ont mis en évidence le rôle de modulateur 
négatif de l’isoforme Golli-BG21 sur le SOCE dans plusieurs types cellulaires (Feng et al, 
2006; Paez et al, 2007). En interagissant avec la région C-terminale de STIM1, Golli-BG21 





localisation de Golli-BG21 à la membrane plasmique semble être un facteur important pour 
assurer sa régulation négative du SOCE. La mutation dirigée des sites de myristoylation de 
Golli-BG21 par des glycines prévient sa localisation à la membrane plasmique et abolit ses 
effets sur le SOCE (Paez et al, 2007).  
 
 La protéine MURC pourrait interférer dans l’interaction entre les protéines Golli et 
STIM1 ce qui préviendrait l’inhibition du SOCE. Également, l’interaction entre STIM1 
avec MURC pourrait modifier le routage cellulaire de STIM1 à proximité de la membrane 
plasmique et influencerait la capacité de Golli à inhiber le SOCE. La protéine MURC est 
possiblement impliquée dans la régulation de la myristoylation de protéines chez les 
cardiomyocytes. Par exemple, la surexpression de MURC pourrait inhiber l’activité des N-
myristoyltransférases agissant sur la protéine Golli et prévenir le routage de cette protéine à 
la membrane plasmique où elle inhiberait le SOCE (Martin et al, 2011). 
 
La protéine POST 
 
 La protéine partner of STIM1 (POST), aussi nommée TMEM20, a été caractérisée 
comme étant un partenaire d’interaction avec les protéines STIM1 et Orai1 (Krapivinsky et 
al, 2011; Ritchie et al, 2012). Bien que POST ne semble pas avoir un rôle direct dans 
l’activation du SOCE, son interaction avec STIM1 lui permet réguler de manière négative 
la pompe PMCA située à la membrane plasmique. L’inhibition de la PMCA par POST 
diminue l’extrusion de Ca2+ cellulaire et augmente la probabilité de la formation de 
microdomaines à concentration élevée de Ca2+. L’inhibition dépendante du Ca2+ (CDI) des 
protéines STIM1 et Orai1 à proximité POST est alors plus probable. Il est possible que 
MURC influence le routage de STIM1 à proximité de la membrane plasmique de manière à 
prévenir son interaction avec POST et le CDI créé par l’inhibition de la PMCA. Nos 
résultats d’imagerie calcique montrent un retour à la concentration calcique basale qui est 
légèrement plus rapide suivant l’induction d’une relâche de Ca2+ par la TG et la caféine 
chez les cardiomyocytes où MURC était surexprimée comparativement aux NRVM 
surexprimant bGal (Article 1 Supplemental Figure 1C). Cette faible variation peut être due 






La protéine ORMDL3 
 
 La protéine orosomucoid-like 3 (ORMDL3) est localisée au réticulum 
endoplasmique et elle a été principalement étudiée pour son rôle dans les processus 
inflammatoires associés à l’asthme (Hjelmqvist et al, 2002). Cette protéine est exprimée de 
manière ubiquitaire et régule l’activité de la pompe SERCA en interagissant avec celle-ci 
(Cantero-Recasens et al, 2010; Carrera-Suredas et al, 2013). Également, ORMDL3 agit 
comme un régulateur négatif du SOCE en diminuant la recapture de Ca2+ mitochondriale 
par un mécanisme reste à élucider et qui prolonge la CDI (Carrera-Suredas et al, 2013). 
Suivant l’activation du SOCE, ORMDL3 se relocalise près de la protéine STIM1 à 
proximité de la membrane plasmique, mais n’interagit pas avec celle-ci. À ce stade, 
ORMDL3 stabilise la concentration du Ca2+ environnant les complexes protéiques formés 
de STIM1 et des canaux calciques permettant une CDI soutenue. De plus, la régulation 
négative du SOCE par ORMDL3 est indépendante de son effet sur l’activité de SERCA 
(Carrera-Suredas et al, 2013). 
 
 En interagissant avec STIM1, MURC pourrait modifier le routage de cette protéine 
à proximité de la membrane plasmique et l’éloigner d’ORMDL3 suivant l’activation du 
SOCE ce qui limiterait l’effet de la CDI. Il serait également intéressant d’évaluer l’effet de 
la surexpression de MURC sur la recapture de Ca2+ mitochondrial puisque ce mécanisme 
influence directement la CDI des canaux calciques impliqués dans le SOCE. En 
augmentant la recapture dans ce compartiment cellulaire, MURC limiterait l’effet de la CDI 
sur le SOCE. L’utilisation d’outils pharmacologiques influençant la recapture calcique 
mitochondriale tels l’antimycin A, l’oligomycin, le kaempferol et des sondes calciques 
mitochondriales comme la mtPericamR ou la rhod-5V permettrait de tester cette hypothèse 




 La SOCE-associated regulatory factor (SARAF) est une protéine impliquée dans la 
régulation du SOCE à plusieurs niveaux (Palty et al, 2012). Elle est principalement 
localisée au réticulum endoplasmique, mais elle possède également une expression 





du SOCE de manière séquentielle en interagissant avec plusieurs composantes du SOCE 
(Albarran et al, 2016; Albarrán et al, 2016; Palty et al., 2012). 
 
En absence d’activation du SOCE, SARAF interagit avec les domaines SOAR et ID 
de STIM1 de manière à maintenir STIM1 dans un état monomérique inactif ce qui prévient 
une activation spontanée du SOCE (Jha et al, 2013). Suivant l’activation du SOCE, 
SARAF se dissocie de STIM1 et se relocalise à proximité de la membrane plasmique où il 
interagit avec Orai1. L’impact de l’interaction entre SARAF et Orai1 à cette étape de 
l’activation du SOCE reste encore à être évaluée. Lorsque STIM1 se relocalise à proximité 
de la membrane plasmique et provoque l’ouverture du canal Orai1, SARAF se dissocie 
d’Orai1 pour interagir à nouveau avec STIM1. À ce moment, SARAF favorise l’initiation 
de la CDI tout en induisant la dé-oligomérisation de STIM1 ce qui inhibe le SOCE (Jardín 
et al, 2018). De plus, SARAF semble requérir la présence de plusieurs composantes de la 
membrane plasmique pour médier ses effets sur le SOCE. En effet, elle se localise à des 
microdomaines de la membrane plasmique riches en PIP2 et où les protéines Cav1, 
synaptotagmin 1 (ESyt-1) et septin4 sont présentes. Par la répression de l’expression de ces 
protéines par siRNA, il a été démontré que l’effet inhibiteur de SARAF sur le SOCE est 
considérablement réduit (Maléth et al, 2014). Il est intéressant de noter que ces 
microdomaines membranaires ont des caractéristiques semblables à celles des cavéoles. 
SARAF inhibe également le canal calcique TRPC1 de manière constitutive à la membrane 
plasmique en interagissant avec celui-ci et ne nécessite pas la présence de STIM1 ou 
d’Orai1 pour médier cet effet. SARAF interagit également avec TRPC6 de manière 
constitutive, mais ne semble pas influencer son activité (Albarran et al, 2016).  
 
En absence d’activation du SOCE, il est possible que MURC interfère dans 
l’interaction entre SARAF et STIM1 et prévienne le maintien d’une conformation inactive 
de STIM1. De plus, nos résultats indiquent que la surexpression de MURC dans les 
cardiomyocytes favorise l’interaction entre STIM1 et Orai1 ce qui contribuerait à une 
activation du SOCE plus efficace dans ces conditions (Article 1 Figures 4C et 4D). Il est 
plausible de penser que MURC diminue l’impact de SARAF sur le SOCE en favorisant le 
routage de la protéine STIM1 à proximité de la membrane plasmique où elle interagit avec 





ERM de STIM1 chez les cardiomyocytes (Article 1 Figures 1, 2 et 5). Or, le domaine ERM 
de STIM1 contient les domaines SOAR et ID qui sont importants dans son interaction avec 
SARAF. Il serait intéressant d’identifier les résidus qui assurent l’interaction entre STIM1 
et MURC afin d’évaluer si ceux-ci sont également impliqués dans l’interaction de cette 
protéine avec SARAF.  
 
MURC pourrait modifier la localisation de STIM1 à proximité de la membrane 
plasmique suivant l’activation du SOCE empêchant SARAF de participer à la CDI d’Orai1. 
Cependant, MURC et les autres cavins possèdent une forte affinité pour le PIP2 et les PS de 
la membrane plasmique (Kovtun et al, 2014). Étant donné que SARAF se localise à des 
microdomaines riches en PIP2, il est possible que MURC et SARAF se retrouvent dans les 
mêmes microdomaines régulant le SOCE. Chez les cardiomyocytes, Cav3 est la cavéoline 
la plus exprimée et MURC est un partenaire d’interaction connu de cette protéine (Naito et 
al, 2015). Contrairement aux cavéoles formées par la Cav1 qui comprennent les protéines 
ESyt-1 et septin4, celles formées par la Cav3 peuvent contenir des protéines différentes qui 
ne permettent pas à SARAF de s’y localiser. MURC pourrait favoriser la localisation de 
STIM1 aux cavéoles formées par la Cav3 suivant l’activation du SOCE ce qui préviendrait 
l’inhibition de ce mécanisme d’entrée du Ca2+ par SARAF. 
 
L’a-tubuline et les microtubules 
 
 L’a-tubuline est l’une des composantes du cytosquelette secondaire formé de 
microtubules. Le cytosquelette sert de plateforme permettant le transit cellulaire de 
plusieurs protéines. Parmi celles-ci, il a été démontré que STIM1 se colocalise avec l’a-
tubuline et la protéine EB1 (Baba et al, 2006; Grigoriev et al, 2008; Smyth et al, 2007, 
2009). Il a également été démontré que la déstabilisation des microtubules par des agents 
tels la colchicine et le nocodazole provoquait une potentialisation du SOCE. Dans ce sens, 
l’a-tubuline pourrait jouer au rôle de régulateur négatif du SOCE en éloignant STIM1 de 
ses canaux calciques ciblent. En modifiant le routage de STIM1 à proximité des cavéoles à 
la membrane plasmique, MURC pourrait diminuer l’effet restrictif des microtubules et de 
l’a-tubuline sur la localisation de STIM1. De plus, la protéine MURC est un régulateur 





d’actine ce qui pourrait également moduler indirectement l’interaction entre STIM1 et l’a-




 La filamin A (FLNA) est une protéine qui fait partie du cytosquelette d’actine et qui 
participe à plusieurs voies de signalisation cellulaire (Ithychanda et al, 2009). Cette 
protéine interagit également avec STIM1 et régule de manière négative le SOCE (Lopez et 
al, 2018). Cette interaction requiert la phosphorylation de la FLNA sur sa sérine en position 
2152 qui est effectuée par la PKA. En inhibant cette phosphorylation par l’utilisation de 
l’agent KT-5720, le groupe de Lopez et al a démontré que la FLNA ne pouvait plus 
interagir avec STIM1 ce qui potentialise le SOCE. L’effet inverse a été observé par 
l’utilisation de brefeldin A (BFA), un activateur de la phosphorylation de la FLNA. Dans 
notre contexte, MURC pourrait agir à deux niveaux sur l’inhibition du SOCE par la FLNA. 
D’une part, MURC pourrait altérer la localisation de STIM1 et prévenir son interaction 
avec la FLNA. D’autre part, MURC pourrait interférer dans le mécanisme de 
phosphorylation de la FLNA par la PKA et limiter la capacité de celle-ci à interagir avec 
STIM1. Des essais d’imagerie calcique chez des cardiomyocytes surexprimant MURC et 
traités avec le KT-5720 ou la BFA pourraient être effectués afin d’évaluer si la FLNA est 
impliquée dans la potentialisation du SOCE induite par la surexpression de MURC. De 
plus, MURC régule le remodelage du cytosquelette en participant à la régulation de la 
petite protéine G RhoA ce qui pourrait également modifier la capacité de la FLNA à 
interagir avec STIM1 (Ogata et al, 2008). 
 
La PKC 
 La famille des PKC participe à la régulation du SOCE en effectuant la 
phosphorylation de plusieurs canaux calciques. Bien que la phosphorylation du canal 
TRPC6 par la PKC peut l’activer (Kim et Saffen, 2005), la phosphorylation de TRPC6 et 
de plusieurs autres canaux tels Orai1, TRPC4 et TRPC5 par cette kinase provoque leur 
inhibition (Bousquet et al, 2010; Kawasaki et al, 2010; Venkatachalam et al, 2003). En 





à proximité de la membrane plasmique limitants la phosphorylation des canaux impliqués 
dans le SOCE. Dans le but d’évaluer le rôle de MURC dans la régulation de la 
phosphorylation des canaux calciques par la PKC, des essais d’imagerie calcique en 
présence d’activateurs de la PKC tels le DAG et le 4a-phorbol-12-myristate-13-acetate 
(TPA) ou d’inhibiteurs tels le GF109203X (GFX), la calphonstin C et le Go6983 nous 
pourraient être accomplis (Kawasaki et al, 2010). Des expérimentations complémentaires 
évaluant par immunobuvardage la variation de la phosphorylation des canaux Orai1, 
TRPC4, TRPC5 et TRPC6 en présence ou en absence de MURC pourraient être effectuées. 
Ces expériences permettraient de clarifier si une altération de la phosphorylation des 
canaux calciques par la PKC survient lorsque MURC est surexprimé dans les NRVM.  
La PKG 
 La famille de protéine kinase G (PKG) participe à la régulation du SOCE de 
plusieurs manières. L’une d’entre elles est par la phosphorylation du canal Orai1 qui régule 
négativement son activité (Wang et al, 2015). Tout comme pour la PKC, MURC pourrait 
interférer dans la phosphorylation d’Orai1 par la PKG en favorisant l’interaction de ce 
canal avec la protéine STIM1 (Article 1 Figures 4C et 4D). La prévention de la 
phosphorylation d’Orai1 par la PKG permettrait une entrée de Ca2+ plus soutenue suivant 
l’activation du SOCE. 
L’oxydation de la PKG affecte sa capacité à phosphoryler ses protéines cibles tel le 
canal TRPC6 (Nakamura et al, 2015). Or, le SOCE a été impliqué dans la génération de 
ROS qui contribuent à augmenter le stress oxydatif dans l’environnement intracellulaire 
(Kitajima et al, 2016). En potentialisant le SOCE, la surexpression de MURC contribue 
possiblement à augmenter l’oxydation de protéine dans le cytoplasme comme la PKG. Ce 
phénomène produit possiblement une boucle de rétrocontrôle positive qui limiterait la 
phosphorylation de TRPC6 et favoriserait son activation ce qui contribuerait à potentialiser 
le SOCE. 
La protéine STC2 
 L’expression de plusieurs protéines en réponse à divers stress cellulaires peut 
survenir suivant l’activation du SOCE, notamment en lien avec son rôle dans 





stanniocalcin 2 (STC2), qui est exprimée dans le cœur, contribue à l’inhibition du SOCE 
face à ces différents stress cellulaires en interagissant avec STIM1 par un mécanisme qui 
est encore inconnu (Zeiger et al, 2011). Suivant l’activation du SOCE, STC2 se relocalise 
près STIM1 à proximité de la membrane plasmique. Il est possible que MURC interfère 
dans l’interaction entre les protéines STIM1 et STC2 puisque MURC est un partenaire 
d’interaction de STIM1 dans les cardiomyocytes. Du même fait, l’inhibition du SOCE par 
la STC2 serait moins importante. Nous pourrions évaluer si la surexpression de MURC 
dans les NRVM affecte celle de la STC2. 
La protéine STIM2 
 La protéine STIM2, tout comme STIM1, est exprimée dans le cœur (Darbellay et al, 
2010). Elle peut influencer la relocalisation de STIM1 à proximité de la membrane 
plasmique en formant des hétérodimères avec celle-ci ce qui contribuerait à inhiber 
l’activation du SOCE par STIM1 (Soboloff et al, 2006). Nos résultats démontrent que 
MURC interagit avec STIM1 et que sa surexpression dans les NRVM augmente 
l’interaction entre STIM1 et Orai1 en condition basale (Article 1 Figures 4C et 4D). Or, 
l’interaction entre STIM1 et Orai1 se produit à proximité de la membrane plasmique ce qui 
signifie que STIM1 est apte à s’y localiser. Il est possible que MURC facilite la formation 
d’homodimères de STIM1 en interférant dans l’interaction entre les protéines STIM1 et 
STIM2. Des coimmunoprécipitations seraient intéressantes à effectuer pour évaluer la 
modulation de la dimérisation des protéines STIM1 et STIM2 par la protéine MURC. La 
prévention de la formation d’hétérodimères de STIM1-STIM2 par la surexpression de 
MURC pourrait expliquer en partie comment cette protéine potentialise le SOCE dans les 
cardiomyocytes. 
Signalisation de l’acide arachidonique 
 Un second mécanisme de régulation de l’homéostasie calcique qui possède 
plusieurs composantes du SOCE est l’entrée de Ca2+ médiée par l’acide arachidonique 
(AA) (Mignen et Shuttleworth, 2000). Plusieurs caractéristiques différencient l’entrée 
calcique de type AA de celle de type SOCE. L’entrée calcique de type AA est indépendante 
des réserves intracellulaires de Ca2+ contrairement au SOCE (Mignen et al, 2007). De plus, 





la protéine STIM1 qui est exprimée de manière constitutive à la membrane plasmique est 
impliquée dans la régulation de la signalisation de l’AA (Mignen et al, 2009). De plus, les 
protéines STIM1 qui sont exprimées constitutivement à la membrane plasmique possèdent 
une portion N-terminale orientée vers le milieu extracellulaire. Cette population de STIM1 
peut être inhibée par l’utilisation d’un anticorps ciblant sa portion N-terminale (Mignen et 
al, 2007). L’activation de la signalisation calcique de l’AA peut s’effectuer avec des 
concentrations physiologiques de différents activateurs tels l’acide arachidonique, la 
cholecystokinine, la trombine et le leukotriène C4 (González-Cobos et al, 2013; 
Shuttleworth et al, 2004). Les canaux calciques impliqués dans la signalisation de l’AA 
(ARC) sont des hétéropentamères composés de trois monomères d’Orai1 et de deux 
monomères d’Orai3 (Mignen et al, 2007, 2008, 2009). De plus, les canaux ARC peuvent 
être inhibés par la calcineurine ce qui n’est pas le cas des canaux impliqués dans le SOCE 
(Shuttleworth et al, 2004). Les deux voies signalétiques peuvent être activées par la TG 
(Bolotina, 2008). Ensemble, ces caractéristiques de la signalisation calcique de l’AA se 
distinguent de celles du SOCE tout en ayant des composantes similaires. 
 Il est probable que MURC soit impliqué dans la régulation de dans la signalisation 
de l’AA. Nous avons démontré que MURC interagit avec STIM1 (Article 1 Figures 1, 2 et 
5) et il est possible que MURC modifie le routage de STIM1 à proximité de la membrane 
plasmique. Il serait intéressant de faire des essais de biotinylation de surface afin d’évaluer 
si MURC modifie la proportion de protéines STIM1 constitutivement localisée à la 
membrane plasmique. Des expériences d’immunofluorescence pourraient également nous 
renseigner sur la modulation potentielle de la localisation cellulaire de STIM1 par la 
protéine MURC. 
Il est possible que la surexpression de MURC potentialise également la voie de 
signalisation calcique de l’AA puisque cette surexpression potentialise le SOCE (Article 1 
Figures 3 et 5). Nous pourrions effectuer les mêmes protocoles d’imagerie calcique 
employés pour évaluer le SOCE, mais en stimulant les cellules à l’AA au lieu de la TG et 
de la caféine pour tester cette hypothèse. Nous pourrions aussi évaluer l’impact du domaine 
HR1 et de la substitution R140W de MURC dans ce contexte. De plus, il est possible que la 
signalisation de l’AA contribue à l’augmentation de l’entrée calcique de type SOCE 





effectuant de l’imagerie calcique avec des NRVM surexprimant MURC ayant été 
préincubés avec un anticorps ciblant la portion N-terminale de STIM1 pour inhiber la 
signalisation de l’AA. Également, nous pourrions accomplir ces expériences avec 
l’utilisation d’inhibiteurs de la calcineurine tels la cyclosporine A ou l’ascomycin  pour 
activer cette voie signalétique de l’AA (Shuttleworth et al, 2004). De plus, il existe des 
mutants dominants négatifs d’Orai1 et d’Orai3 pour la signalisation calcique de l’AA qui 
n’influencent pas leurs rôles dans le SOCE (Mignen et al, 2008). Nous pourrions effectuer 
des essais fonctionnels en surexprimant ces mutants dans les NRVM afin de discriminer la 
contribution de la signalisation calcique de l’AA dans la potentialisation du SOCE par 
MURC.  
Puisque MURC augmente l’interaction entre STIM1 et Orai1 lorsque les réservoirs 
intracellulaires de Ca2+ sont remplis (Article 1 Figures 4C et 4D), il serait intéressant 
d’évaluer si MURC augmente également l’interaction entre STIM1 et Orai3 dans les 
cardiomyocytes. Ces expérimentations valideraient davantage que la surexpression de 
MURC favorise les interactions entre STIM1 et les canaux Orai1 et Orai3 ce qui 
contribuerait à potentialiser le SOCE, mais également son rôle potentiel dans la régulation 
de la signalisation de l’AA. 
Pour être exprimée à la membrane plasmique de manière constitutive, la protéine 
STIM1 doit sous une forme glycosylée (Olivier et al, 2007). Il serait intéressant d’évaluer 
si la surexpression de MURC modifie le niveau de glycosylation de la protéine STIM1. De 
cette manière, nous pourrions déterminer si MURC favorise l’expression constitutive de 
STIM1 à la membrane plasmique et du même fait la signalisation calcique de l’AA. 
En somme, les composantes calciques impliquées dans le SOCE telles STIM1, 
Orai1 et Orai3 participent également à la signalisation calcique de l’AA. Puisque nous 
avons démontré que MURC potentialise le SOCE dans les cardiomyocytes, il est pertinent 
d’évaluer son effet sur la régulation de la signalisation calcique de l’AA ce qui permettrait 
de préciser ses rôles cellulaires dans l’homéostasie calcique. De cette manière, nous 
pourrions mieux comprendre la contribution de la protéine MURC dans le développement 





Impact de MURC sur l’activité de l’ADCY6 
 La communication signalétique entre le SOCE et les voies de signalisation 
cellulaires reliées à adénylate cyclase a fait l’objet de plusieurs études (Cooper, 2015). 
Dans le cœur, l’adénylate cyclase de type 6 (ADCY6) joue un rôle physiologique important 
et assure le bon fonctionnement de cet organe. De plus, plusieurs études précliniques ont 
mis en évidence les effets thérapeutiques bénéfiques potentiels de l’ADCY6 dans le 
traitement de l’insuffisance cardiaque et de plusieurs autres cardiomyopathies (Gao et al, 
1998, 1999; Hammond et al, 2016; Lai et al, 2000, 2004; Roth et al, 1999, 2002). De plus, 
l’ADCY6 est un partenaire d’interaction de STIM1 et son activité est régulée par le Ca2+ 
(Motiani et al, 2018; Soboloff et al, 2018). De plus, l’ADCY6 est localisée à proximité de 
la membrane plasmique dans des régions riches en lipides tels les radeaux lipidiques et les 
cavéoles (Cooper et Crossthwaite, 2006; Halls et Cooper, 2017; Head et al, 2006; Motiani 
et al, 2018; Patel et al, 2008).  
 Étant donné que nos résultats montrent que MURC interagit avec STIM1 dans les 
cardiomyocytes (Article 1 Figures 1, 2 et 5), il est possible que MURC puisse faciliter 
l’interaction entre STIM1 et ADCY6 à titre de protéine d’échafaudage. De plus, 
l’implication de MURC dans les voies signalétiques de l’AMPc chez les cardiomyocytes a 
également été démontrée (Ogata et al, 2014). Cependant, l’ion Ca2+ régule l’ADCY6 de 
manière négative (Cooper, 2015; Halls et Cooper, 2017) et nous avons démontré que 
MURC potentialise le SOCE dans les NRVM (Article 1 Figures 3 et 5) ce qui favoriserait 
la régulation négative de l’ADCY6. Il serait intéressant de clarifier l’implication de la 
protéine MURC dans la régulation de l’activité de l’ADCY6. L’intérêt thérapeutique pour 
l’ADCY6 dans le cœur pourrait faire de MURC et STIM1 des cibles thérapeutiques 
potentielles dans le traitement de maladies cardiaques. 
Clarification du rôle de MURC dans l’homéostasie calcique des cardiomyocytes 
 Notre étude a mis en lumière l’implication de la protéine MURC dans la régulation 
du SOCE chez les cardiomyocytes. Toutefois, les mécanismes par lesquels MURC et 
possiblement les autres composantes des cavéoles participent à cette régulation de 





pour mieux comprendre le rôle de MURC dans l’homéostasie calcique des cardiomyocytes, 
la prochaine section discute d’expérimentations potentielles qui pourraient être accomplies. 
Interactome de MURC et de STIM1 dans les cardiomyocytes 
 L’identification de l’interactome des protéines STIM1 et MURC dans les 
cardiomyocytes permettrait de cibler des partenaires cellulaires communs à ces deux 
protéines. De plus, nous pourrions évaluer le dynamisme de ces partenaires lorsque le 
SOCE est activé comparativement à des conditions où les réservoirs intracellulaires de Ca2+ 
sont remplis. Plusieurs techniques associées au domaine de la protéomique pourraient être 
employées pour identifier l’interactome de MURC et de STIM1. Parmi ces techniques, les 
essais de proximité du type APEX ont un potentiel intéressant en raison de leur rapidité et 
de leur spécificité de marquage (Hung et al, 2016; Yang et al, 2015). 
Impact des domaines et des mutations de MURC l’impliquant dans les CMD 
 Nous avons démontré que le domaine HR1 ainsi que le mutant R140W de MURC 
révélé dans le développement de CMD ont un impact sur la potentialisation du SOCE 
induite par la surexpression de MURC (Article 1 Figures 2, 3 et 5). Il serait ainsi intéressant 
d’évaluer l’impact des domaines connus de MURC (domaines CC et PEST) ainsi que les 
autres SNP de MURC révélées dans le développement de CMD (N128K, L153P, S307T, 
P324L et S364L) sur la régulation du SOCE dans les cardiomyocytes (Rodriguez et al, 
2011). De plus, le domaine CC et la mutation N128K se retrouvent à l’intérieur du domaine 
HR1 de MURC. L’évaluation de l’impact de ces composantes structurelles sur l’interaction 
entre MURC et STIM1 fournirait des informations supplémentaires sur les mécanismes par 
lesquels MURC potentialise le SOCE. 
Génération de chimères de MURC comprenant les domaines HR1 des autres cavins 
 Puisqu’une grande similarité existe entre les domaines HR1 des membres de la 
famille des cavins, il serait intéressant de générer des protéines chimériques de MURC 
possédant les domaines HR1 des autres cavins et d’évaluer leur capacité à interagir avec 
STIM1. La capacité des autres cavins à interagir avec STIM1 pourrait être évaluée afin de 
déterminer si l’interaction entre MURC et STIM1 est unique à cette protéine ou si elle est 





l’identification de résidus communs ou distincts entre les domaines HR1 des cavins 
importants pour l’interaction avec STIM1 pourrait être accomplie. 
Potentialisation du SOCE par MURC via le canal calcique Orai1 
 Il serait intéressant d’évaluer si la potentialisation du SOCE observée avec une 
surexpression de MURC est médiée par une activation plus soutenue et efficace du canal 
Orai1. Afin de tester cette hypothèse, nous pourrions effectuer de l’imagerie calcique chez 
des NRVM surexprimant MURC une forme d’Orai1 ayant une mutation dominante 
négative. Les substitutions R91W, G98A, E106Q ou E190Q d'Orai1 peuvent toutes servir 
de mutants dominants négatifs (Feske et al, 2006; Gwack et al, 2007; Wang et al, 2015). 
De cette manière, la potentialisation du SOCE médiée par la surexpression de MURC 
devrait être prévenue si elle implique une régulation positive d’Orai1 puisque ces mutants 
dominants négatifs de Orai1 sont incapables de produire une entrée calcique efficace. 
Évaluation de la nécessité de MURC dans la régulation du SOCE chez les NRVM 
 Nos résultats démontrent que la surexpression de MURC est suffisante pour réguler 
le SOCE dans les cardiomyocytes. Cependant, nous n’avons pas réussi à mettre en évidence 
la nécessité de MURC dans ce mécanisme d’homéostasie calcique cellulaire. Cependant, 
j’ai généré deux adénovirus permettant de surexprimer un ARN interférant (shRNA) ciblant 
la forme endogène de MURC (shMURC) dans les NRVM. Ces shRNA de MURC ont été 
validés par qPCR sans pour autant réussir à démontrer une diminution de l’expression de la 
protéine par immunobuvardage (résultats non divulgués). Étant donné que le SOCE dans 
les NRVM est faible dans nos conditions expérimentales (environ 15 nM de Ca2+), il est 
possible que l’impact des shRNA de MURC sur le SOCE soit difficilement mesurable dans 
ce contexte. Afin de pallier à ce manque de sensibilité potentielle, nous pourrions 
surexprimer les protéines STIM1 et Orai1 afin de potentialiser le SOCE en présence d’un 
shRNA contrôle ou des shMURC. De cette manière, si MURC est nécessaire dans le 
SOCE, la potentialisation de l’entrée calcique chez les NRVM surexprimant STIM1 et 
Orai1 serait moins importante en présence des shMURC comparativement au shRNA 
contrôle. 






Une information qui nous permettrait de mieux comprendre le rôle cellulaire de 
MURC dans la régulation du SOCE est de clarifier le dynamisme moléculaire des 
composantes du SOCE lorsque MURC est surexprimé dans les cardiomyocytes. Pour ce 
faire, il serait intéressant d’effectuer des expériences d’immunofluorescence couplées à la 
microscopie confocale afin d’évaluer la localisation cellulaire de STIM1, des canaux Orai, 
des canaux TRPC et de MURC. De cette manière, nous pourrions évaluer si MURC 
augmente la colocalisation de STIM1 et de Orai1 ce qui supporterait nos résultats de 
coimmunoprécipitation (Article 1 Figures 4C et 4D). De plus, nous pourrions évaluer la 
modification de la localisation des composantes du SOCE lorsque MURC est surexprimée 
dans les NRVM. Il serait également intéressant d’effectuer ces expériences en surexprimant 
le mutant de troncation MURC-ΔHR1 et le mutant MURC-R140W afin d’observer 
comment ces protéines influencent la localisation des composantes du SOCE 




Notre étude a mis en lumière l’implication de la protéine MURC comme une 
nouvelle composante cellulaire participant à la régulation du SOCE dans les 
cardiomyocytes (Figure 7). Par la recherche de partenaires cellulaires de la protéine STIM1 
dans le cœur, nous avons validé l’interaction entre MURC et cette protéine dans les 
cardiomyocytes. De plus, nous avons identifié les domaines HR1 de MURC et ERM de 
STIM1 comme étant suffisants pour assurer l’interaction entre ces deux protéines. Ensuite, 
nous avons démontré que la surexpression de la protéine MURC dans les cardiomyocytes 
potentialise l’entrée de Ca2+ de type SOCE. De plus, la présence du domaine HR1 de 
MURC est requise pour que cette protéine puisse potentialiser le SOCE dans les 
cardiomyocytes. Notre étude a démontré que la surexpression de MURC n’influence pas 
l’expression endogène des protéines STIM1 et Orai1, mais qu’il augmente leur interaction 
dans des conditions où les réservoirs intracellulaires de Ca2+ sont remplis. Également, nous 
avons démontré que la substitution R140W présente dans le domaine HR1 de MURC 
exacerbe les effets de cette protéine sur le SOCE sans interférer dans son interaction avec la 
protéine STIM1. En perspective, l’implication de la protéine MURC dans la régulation du 





donné que la protéine MURC et le SOCE sont impliqués dans diverses pathologies 
cardiaques, il serait grandement intéressant d’évaluer l’importance de MURC dans le 
développement de maladies du cœur médiées par le SOCE, mais également la contribution 
du SOCE dans les effets délétères de la protéine MURC sur les cardiomyocytes. Dans cette 
optique, nous avons identifié MURC comme étant une cible thérapeutique potentielle qui 
est différente de celles ciblées actuellement au point de vue clinique. De plus, cette étude 
clarifie le lien fonctionnel qui existe entre les cavéoles et l’homéostasie calcique. Il serait 
intéressant d’évaluer l’impact de MURC sur la modulation des autres mécanismes de 




Figure 7 : La protéine MURC interagit avec STIM1 et potentialise le SOCE dans les cardiomyocytes. 
Schéma décrivant l’impact de la protéine MURC dans la régulation du SOCE chez des cardiomyocytes via 
son interaction avec la protéine STIM1. Lorsque STIM1 est inactif, il se retrouve sous une forme 
monomérique repliée. Suivant une relâche de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique (RS) vers le cytoplasme 
(flèche noire), la diminution de la concentration de Ca2+ dans ce compartiment cellulaire provoque 
l’activation de STIM1 qui s’organise sous une forme dimérique relâchée. La protéine STIM1 se rapproche à 
proximité de la membrane plasmique où elle interagit et active les canaux calciques du SOCE tel Orai1. Une 
entrée de Ca2+ extracellulaire survient après l’activation de ces canaux (gauche). Lorsque la protéine MURC 
est surexprimée dans les cardiomyocytes (droite), celle-ci interagit avec le domaine ERM de STIM1 via son 
domaine HR1. Par sa surexpression, MURC augmente le niveau d’interaction entre STIM1 et Orai1. Lors de 
l’activation du SOCE, STIM1 est déjà à proximité de Orai1 à la membrane plasmique. L’entrée calcique qui 
s’en suit est plus rapide et plus importante comparativement à une situation où seulement la forme endogène 
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